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RESUMO

A sacarose ¢ o principal acucar utilizado em processos industriais fermentativos, sua adequada
metabolizacdo pela levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ fundamental para a otimizacdo desses
processos, seja visando o maior rendimento em etanol, a produg@o de biomassa ou a formagao de
compostos secundarios. O objetivo deste trabalho foi avaliar as caracteristicas bioquimicas e
microbiologicas da etapa fermentativa para a producdo de cachaca em Santa Catarina, procurando
justificar os motivos pelos quais a bebida catarinense € tdo pouco valorizada. Além disso, as vias
de metabolizacdo de sacarose foram caracterizadas molecularmente. Para o primeiro objetivo
proposto, foram coletadas amostras dos processos fermentativos em uma cachagaria localizada na
grande Floriandpolis, que utiliza caldo-de-cana ou melado como substratos. As analises
realizadas revelaram significativa presenga de bactérias e leveduras diferentes de S. cerevisiae no
caldo, o que ndo acontece com o melado. Ainda, através de ensaios bioquimicos, mostrou-se que
significativas variagdes podem ocorrer na composicao de agucares do melado. Finalmente, a
avaliagdo das 16 linhagens de levedura isoladas durante o processo, revelou que nao hé relagdo
entre a atividade invertase presente nas células e a capacidade de fermentar sacarose. A analise
molecular da utilizagdo desse dissacarideo por S. cerevisiae mostrou que cepas sem atividade
invertase ou cepas sem 0s principais transportadores de hexoses, e, portanto incapazes de
fermentar glicose e frutose, continuam fermentando sacarose gracas a captagdo direta do agucar
para o interior da célula. A seguir, foi desenvolvida e caracterizada uma linhagem de levedura
capaz de metabolizar a sacarose através de um transportador de baixa afinidade pelo substrato.
Essa levedura engenheirada apresenta um metabolismo de sacarose predominantemente
oxidativo, produzindo menos etanol e mais biomassa quando crescida em condi¢des aerdbicas.
Com os resultados obtidos, pode-se concluir que o monitoramento da composi¢do dos substratos
e da eficiéncia dos processos fermentativos, associado a boas praticas de fabricacdo, tornariam a
composi¢ao da cachaca catarinense menos sujeita a variagdes, melhorando sua qualidade e valor
comercial. Além disso, a caracterizagdo molecular do transporte ativo e da fermentagdo de
sacarose por S. cerevisiae, bem como a utilizacdo de linhagens com aumentada producdo de
biomassa, constituem importantes avangos na otimizagdo de processos industriais que utilizam
caldo-de-cana como substrato, tais como a producao de bebidas alcodlicas, alcool combustivel e
leveduras de panificagdo.

Palavras-chave: Sacarose. S. cerevisiae. Otimizacdo de processos fermentativos.



ABSTRACT

Sucrose is the major sugar used in industrial fermentative processes, and its correct metabolism
by the yeast Saccharomyces cerevisiae is required to optimize these processes, either looking at
enhanced ethanol production, biomass production, or production of other metabolites. In this
work we analyzed the biochemical and microbiological characteristics of the fermentative step
during cachag¢a production in Santa Catarina. Moreover, we performed a molecular
characterization of the sucrose utilization pathways in S. cerevisiae, which allowed the
development of strategies in order to optimize the industrial production of this yeast. For the first
proposal, samples were taken from a fermentative processes of a cachaga distillery located in
Florianopolis, which utilizes sugarcane juice or molasses (melado) as substrates. Our analysis
revealed significant amounts of bacteria and yeasts in the sugarcane juice, but not in the melado.
However, we found significant variations in the sugar composition of the melado, while sucrose
was the major sugar found in the sugarcane juice. The analysis of several yeast strains isolated
during the process revealed a poor correlation between invertase activity of the cells, and their
sucrose fermentation capacity. The molecular analysis of sucrose utilization by S. cerevisiae
revealed that yeast strains lacking invertase, or strains that lack the major hexose transporters and
thus are incapable of fermenting glucose or fructose, still ferment sucrose efficiently due to the
direct uptake of the sugar into the cells. We then developed and characterize a strain that
metabolizes sucrose through a low-affinity transporter. This engineered strain shows an enhanced
oxidative metabolism of sucrose, producing less ethanol and more biomass under aerobic growth
conditions. Thus, from the analysis of our results we can conclude that monitoring the substrate
composition and the efficiency of the fermentative processes, together with good manufacturing
practices, may turn the cachag¢a composition less variable, improving its quality and commercial
value. Furthermore, the molecular characterization of active sucrose transport and fermentation
by S. cerevisiae, and the utilization of strains with increased biomass production, constitute
important developments to optimize yeasts for sugarcane-based industrial processes, like
production of distilled beverages, fuel ethanol, and baker’s yeast.

Key words: Sucrose, S. cerevisiae, Optimization of fermentation processes.
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1 INTRODUCAO GERAL

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ atualmente o principal microrganismo utilizado
na producao de bebidas alcodlicas, alcool combustivel e panificagdo (INGLEDEW, 1993). Isto se
deve ao fato dessa levedura ser um eficiente fermentador de aglicares, mesmo na presenca de
oxigénio (LAGUNAS, 1979, 1986). Além disso, as células de S. cerevisiae constituem um
excelente modelo experimental de estudo dos fenomenos de biologia celular, molecular e
bioquimica das células eucaridticas (BOTSTEIN; FINK, 1988).

Apesar do grande interesse da industria produtora de alcool em aumentar o rendimento
em etanol através do melhoramento de linhagens de leveduras, nem todas as industrias de
fermentacao tém por finalidade obter, a partir de carboidratos, etanol em concentragdo maxima.
Na produgao de bebidas alcodlicas, a formacao de outras substancias, de acdo organoléptica, sao
tao importantes quanto o alcool etilico e o produto final é, comercialmente, mais valioso que o da
industria alcooleira (AQUARONE; LIMA; BORZANI, 1983). A composi¢do do substrato
controla muitos aspectos da fermentacdo na producdo de bebidas e as linhagens de levedura
devem ser selecionadas para se adaptar ao meio particular de cada processo (WATSON, 1993).

No Brasil, o caldo-de-cana ¢ utilizado para produzir uma bebida destilada muito popular,
a cachaga. Essa bebida, obtida pela destilagdo de mosto fermentado de cana-de-agtcar, € o
terceiro destilado mais consumido no mundo, ficando atras apenas da vodka e do wisky. O Brasil
produz anualmente 1,5 bilhdo de litros de cachaca, que rendem aproximadamente US$ 500
milhdes ao pais (VASCONCELOS, 2003). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Cachaga de
Alambique (IBCA), dos 1,5 bilhao de litros produzidos por ano, aproximadamente 1,0 bilhdo ¢ de
cachaca industrial, produzida em destilarias, e o restante, de cachaga artesanal, feita em pequenos
alambiques. O setor retine cerca de 30 mil produtores, que lancam no mercado 5 mil marcas. Sao
aproximadamente 400 mil empregos diretos. Sao Paulo € o lider na produgdo, com 44%, seguido
de Pernambuco e Ceara, com 12% cada um. Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias e Espirito
Santo, cada um com 8% do mercado, completam a lista dos principais fabricantes. Analisando
apenas os numeros da cachaca artesanal, Minas Gerais ¢ o principal centro produtor. O estado
tem 8.466 alambiques que produzem 230 milhdes de litros por ano (VASCONCELOS, 2003).

A producao de cachaca no pais destina-se quase totalmente ao mercado interno. Contudo,
a bebida vem conquistando novos mercados. Em 2002, foram exportados 14,8 milhdes de litros

(1% da produgdo) para 70 paises. A Europa compra cerca de 60% do total exportado, sendo a



Alemanha a maior importadora com 30% do total (VASCONCELOS, 2003). No Brasil, a
padronizacdo na qualidade da cachaga resultaria em melhor aceitacdo do produto tanto por
consumidores, como por novos apreciadores, criando condi¢des para aumentar o volume de
exportagdes (BOZA; HORII, 1998). Além disso, o fato de cachaga e rum serem consideradas a
mesma bebida no mercado norte-americano, prejudica as exportacdes. A OMA (Organizacao
Mundial das Aduanas) coloca tanto o rum como a aguardente na categoria geral dos destilados de
cana-de-acucar (WINCK, 2003).

Em Santa Catarina, a exemplo de Minas Gerais, a producao de cachaga ocorre em escala
artesanal, realizada por milhares de pequenos agricultores, muitos dos quais trabalham de forma
clandestina. O estado possui cerca de 1200 produtores e somente 20 sdo legalizados (informagao
verbal)'. Essa atividade ndo tem destaque no contexto nacional, entretanto, j4 foi a base
econdmica de milhares de produtores no estado. O Programa Cachaca Catarinense, uma parceria
do SENALI (Servico Nacional de Aprendizagem Industrial), SEBRAE (Servico de apoio as micro
e pequenas empresas) ¢ EPAGRI (Empresa de pesquisa agropecudria e extensdo rural de Santa
Catarina) reune 63 produtores em todo o estado e objetiva o reconhecimento nacional da nossa
cachaga.

Como mencionado anteriormente, a levedura S. cerevisiae também ¢ utilizada para a
producao de alcool combustivel. Em 2004, a produgdo mundial de alcool foi em torno de 45
bilhdes de litros, volume que vem aumentado nos ultimos dez anos e, gragas a politicas
ambientalistas adotadas por certos governos, encontra-se em plena expansdo (BERG, 2004;
ZANIN et al., 2000). Os paises que contribuem com grande parte da producao global sdo o Brasil
(53% do total) e Estados Unidos (19%), seguidos por China, india e Riissia. No Brasil, o mercado
de agucar e alcool, principais produtos do cultivo da cana-de-agucar, fatura cerca de U$ 7,5
bilhdes/ano. O pais € o maior produtor de actcar a partir de cana e o unico a implantar, em larga
escala, combustivel alternativo ao petroleo, o alcool, reconhecido mundialmente por preservar o
meio ambiente e por suas vantagens sociais ¢ economicas. Esse setor industrial gera ao Brasil

mais de 600.000 empregos diretos (ZANIN et al., 2000). Atualmente, o maior uso do etanol ¢

! Noticia fornecida por ALTMANN, R. durante o I Seminario da cachaga de Santa Catarina.
Palestra: Certificagdo de qualidade e origem como estratégia de agregacdo e renda, em
Floriandpolis, em julho de 2002



como aditivo para a gasolina, ja que reduz a emissdo de monoxido de carbono, 6xidos de
nitrogénio e hidrocarbonetos, além de constituir fonte renovavel de energia (WHEALS et al.,
1999).

Além da produgdo de aguardente e alcool, a cana-de-acucar ¢ o substrato de preferéncia
na produ¢do de leveduras de panificacdo. Essas sdo ainda conhecidas como fermento e sdo
utilizadas principalmente na manufatura de paes. As linhagens da levedura, quando incorporada
as massas, fermentam os agtcares presentes para produzir etanol e diéxido de carbono. Esse
ultimo exerce papel fundamental no aumento de volume da massa, bem como na formacao da
estrutura e textura do produto final. Além dessas propriedades, a adicdo de leveduras contribui
com o sabor do pao (ROSE; VIJAYALAKSHMI, 1993).

No Brasil, o segmento de panificacdo e confeitaria possui um faturamento anual de
aproximadamente R$ 25 bilhoes e ¢é responsavel pela criagdo de 550.000 empregos. O consumo
de pao no Brasil (27 Kg/ano/pessoa) ¢ bem inferior ao de paises como a Alemanha (91 Kg per
capita/ano), maior consumidor mundial, e representa metade da por¢do recomendada pela OMS
(Organizacdo Mundial de Saude — ONU) e pela FAO (Food and Agricultural Organization).
Apesar de ndo se destacar no consumo de pao, os altos lucros atingidos nos ultimos anos pelo
setor no Brasil justificam as profundas transformacdes que suas industrias vém sofrendo, num
movimento em direcdo a modernizagdo, melhoria da qualidade e aumento da produtividade
(SINDIPAN, 2005).

Os setores industriais citados estdo constantemente investindo no desenvolvimento de
linhagens de leveduras mais adequadas aos seus interesses, quer sejam o rendimento em etanol, a
alta producao de biomassa ou a adequada formacao de compostos secundarios. Assim, células
com aumentada tolerancia a altas concentracdes de etanol e a altas temperaturas ou, ainda,
linhagens de leveduras floculantes, que dispensam a etapa de centrifugag¢do, estdo sendo
introduzidas em algumas destilarias (WHEALS et al., 1999; ZANIN et al., 2000).

No primeiro capitulo deste trabalho abordamos o processo de producdo de cachaca em
Santa Catarina. A bebida produzida no estado ¢ pouco valorizada devido a falta de padronizacao
¢ investimentos, além disso, ha pouco estudo disponivel a seu respeito. A partir de analises
bioquimicas e microbioldgicas realizadas em amostras coletadas numa cachagaria localizada na
grande Floriandpolis, procuramos gerar conhecimento e propor solugdes para agregar valor ao

produto.



O segundo capitulo faz uma analise das vias de utilizacdo da sacarose por S. cerevisiae.
Através do uso de cepas sem atividade invertase e de cepas sem os principais transportadores de
hexoses, e portanto incapazes de fermentar glicose e frutose, demonstramos que a sacarose pode
ser fermentada eficientemente gracas a captagdo direta do agtcar para o interior da célula. No
terceiro, a partir dos conhecimentos adquiridos, obtivemos uma nova linhagem modificada
geneticamente capaz de produzir maior concentracdo de biomassa quando crescida
aerobicamente, mantendo a capacidade de fermentar altas concentragdes de sacarose. Estes dois
ultimos capitulos abrem novas perspectivas para a utilizacdo de leveduras em processos

fermentativos industriais a partir da cana-de-agticar, matéria-prima abundante e barata no Brasil.
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2 Caracteriza¢ao bioquimica e microbioldgica da fermentaciio artesanal para a producio de

cachaca em Santa Catarina

— Trabalho a ser submetido para publicacdo na revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos ou

Bragzilian Journal of Food Technology

RESUMO

Com a finalidade de agregar valor a cachaga artesanal produzida em Santa Catarina foram
realizadas analises microbioldgicas e bioquimicas durante o processo fermentativo de producao
dessa bebida. Assim, trés ciclos fermentativos, que utilizam caldo-de-cana ou melado como
substratos, foram acompanhados em uma cachagaria localizada na grande Floriandpolis. A
analise microbioldgica revelou significativa presenga de bactérias no caldo-de-cana, o mesmo
nao ocorrendo para o melado. Por outro lado, o caldo-de-cana apresentou maior homogeneidade
na composicdo de agucares, sendo a sacarose o principal substrato a ser fermentado pelas
leveduras. A avaliagdo do consumo dos agucares e da produgdo de etanol mostraram que o
processo fermentativo ¢ eficiente para ambos os substratos. Além disso, foram isoladas e
identificadas 16 cepas de leveduras, sendo que ndo foi encontrada nenhuma correlagdo entre a
capacidade de fermentar a sacarose e a atividade invertase presente nas cé€lulas. A higienizacao da
cana e dos equipamentos envolvidos na producdo da cachaga poderiam evitar a presenga de
microrganismos indesejaveis. Ainda, andlises dos aglicares que compde os substratos e
acompanhamento do consumo dos mesmos durante o processo fermentativo tornariam o produto
menos sujeito a variagdes, melhorando sua qualidade e valor comercial.

Palavras-chave: Caldo-de-cana. Saccharomyces. Cachaca



2.1 INTRODUCAO

A cachaga ¢ definida como uma bebida com graduagao alcoodlica de 38 a 48% em volume,
obtida pela destilagdo do mosto de cana-de-agucar fermentado (BRASIL, 2002). O passo inicial e
de grande importancia na producdo dessa bebida consiste na escolha das variedades de cana. Na
selecdo da matéria-prima deve-se levar em conta a diversidade do solo, condi¢des culturais e
industriais da variedade. Para otimizar o processo de producdo de cachaca, a cana deve estar
perfeitamente madura e apresentar boas condicdes fitossanitarias. A safra de cana ocorre de maio
a dezembro e cada variedade tem seu ponto de maturacdo em determinada época (AQUARONE

et al., 1983; CETEC, 1994).

Escolhido o tipo de cana, procede-se com a trituracdo da mesma nas moendas, que deve
possibilitar o0 maximo de extragdo do caldo-de-cana. O caldo obtido pela moagem ¢ constituido
de 78-86% de agua, 11-18% de sacarose, 0,2-1,0% de agtcares redutores, 0,3-0,5% de cinzas e
0,5-1,0% de compostos nitrogenados. Esse liquido, depois de coado, constitui um mosto a ser
fermentado pelas leveduras. A fermentagdo ideal ocorre com concentracao de aclicares em torno
de 14 a 16°Brix e pH entre 5,2 e 5,8 (AQUARONE et al., 1983; LIMA, 2001).

As leveduras sdo responsaveis pela fermentacao dos acucares do mosto, bem como pela
producdo de diversos outros compostos que contribuem para as qualidades organolépticas da
cachaca (SCHWAN et al.,, 2001). Alguns alambiques iniciam o processo fermentativo com
leveduras prensadas de panificacdo (Saccharomyces cerevisiae), enquanto outros desenvolvem o
fermento na propria cachacaria (fermento caipira), de acordo com técnicas regionais. Nesse
processo, leveduras selvagens, provenientes dos equipamentos de moagem e da dorna de
fermentacao, sao multiplicadas usando caldo-de-cana como substrato por 5-10 dias, até atingirem
concentracao suficiente para iniciar um ciclo fermentativo (PATARO et al., 1998, 2000, 2002;
SCHWAN et al., 2001). Diferente do que ocorre para a cerveja ou o vinho, ndo existem no
mercado cepas de leveduras especialmente comercializadas para a producdo da cachaga, sendo
que a cada ciclo de producao sdo isoladas novas variedades, com caracteristicas nem sempre
adequadas (AQUARONE et al., 1983; SCHWAN et al., 2001).

O ciclo fermentativo para a producao de cachaca resulta no consumo dos aglicares totais
presentes no caldo e ocorre num periodo que pode variar de 18 a 48 horas (PATARO et al.,

2002). Os recipientes de fermentacdo podem ser abertos ou fechados e o material ideal para sua



construgdo ¢ aquele que facilita a limpeza e ndo propicia acimulo de contaminantes
(AQUARONE et al., 1983). A sucessiva adi¢ao de agucares na dorna caracteriza a producao de
aguardente como um processo fermentativo em batelada alimentada. Esse sistema permite
aumentar o rendimento ¢ também o limite de tolerdncia das células ao etanol e ao choque
osmotico provocado pelas altas concentragdes de agucar. Apds a fermentacdo, as leveduras
sedimentam (SOARES; VROMAN, 2003) e o mosto ¢ retirado para ser destilado. As células
depositadas no fundo da dorna sdo reaproveitadas em varios ciclos fermentativos (MAIA;
RIBEIRO; SILVEIRA, 1995).

Durante o processo de fermentagdo, o caldo-de-cana ¢ freqiientemente adicionado a dorna,
desta forma, os microrganismos presentes estdo em constante sucessdo. Saccharomyces
cerevisiae ¢ a espécie de levedura predominante, mas os géneros Kloeckera, Candida,
Kluyveromyces e Pichia sdo comumente isolados. Bactérias também podem estar presentes,
principalmente em meios pouco acidos ou em altas temperaturas (GUERRA et al., 2001;
MORALIS et al., 1997; PATARO et al., 1998, 2000; SCHWAN et al., 2001). As caracteristicas do
processo fermentativo para a producdo de cachaca, tais como constante adigdo de altas
concentracdes de acucar, alta temperatura e altas concentracdes de etanol, podem ser
responsaveis pela selegdo de linhagens de leveduras (MORAIS et al., 1997; PATARO et al.,,
2000, 2002). O melhoramento da qualidade da cachaga passa, necessariamente, pela selecdo de
cepas apropriadas, como ocorre na produg¢do de vinho (QUEROL et al., 1992). O uso de
linhagens selecionadas favorece o inicio mais rapido do processo e os riscos de contaminacgao
apresentados pela fermentagdo espontdnea podem ser evitados, favorecendo menor competigdo
por nutrientes essenciais, maior rendimento e qualidade do produto resultante (FLEET; LAFON-
LAFOURCADE; RIBEREAU-GAYONI, 1985; SANNI; LONNER, 1993).

Na fabricagdo de cachaca, o principal agucar encontrado no mosto € a sacarose € o
primeiro passo para sua utilizagdo pela levedura S. cerevisiae ¢ a hidrdlise extracelular, através da
enzima invertase. Desta forma, obtém-se glicose e frutose, que sdo transportadas para o interior
da célula, degradadas pela via glicolitica até piruvato e transformadas em etanol e gas carbonico
pelo processo de fermentagdo alcodlica (BARNETT, 1981; GANCEDO; SERRANO, 1989). Em
geral, a frutose ¢ metabolizada mais lentamente que a glicose, podendo ocasionar fermentagdes
incompletas com conseqiientes perdas de produtividade (BERTHELS et al., 2004). Varios

estudos tém demonstrado, ainda, a presenca de uma outra via metabdlica de utilizacdo da



sacarose que envolve o transporte ativo do acucar para o interior da célula (BARFORD;
MWESIGYE, 1996).

O mosto fermentado passa a se chamar vinho, que deve acusar 0°Brix se o processo tiver
sido conduzido de forma correta. O vinho ¢ composto principalmente de agua (80-90%), alcool
etilico (6-10%) e produtos secundarios de fermentacao alcoolica (1-3%) (AQUARONE et al.,
1983). Finalmente, o vinho ¢ destilado e origina-se a cachaga. Esse processo ¢ fundamental na
obtencdo de bebida de boa qualidade, pois, além de separar, selecionar e concentrar os
componentes pelo uso do calor, ainda sdo promovidas algumas reacdes quimicas. Desta forma, os
componentes do vinho podem aumentar, diminuir ou ainda originar novos compostos durante a
destilagao (BOZA; HORII, 1998).

O cobre ¢ o material mais utilizado para a confec¢dao de destiladores e ainda que possa
levar a contaminag¢do do destilado por ions ctprico (LIMA-NETO et al., 1994), esse metal ¢
importante para a qualidade sensorial da cachaca (CARDOSO et al., 2003; NASCIMENTO,
1998). Além disso, estudos demonstraram que a auséncia de cobre no destilador e/ou nas colunas
conduz a um defeito organoléptico no produto, que apresentaria aroma tipico de sulfetos. A
presenca do cobre tem sido, ao lado da falta de padrdes de qualidade, um dos principais
obstaculos para a exportagdo de cachaga, pois, a maioria dos paises ndo permite importagdo de
bebidas contaminadas por esse metal (DAHER; FREITAS, 1980; FARIA, 1989).

O envelhecimento ¢ o responsavel pelo “amaciamento” e “gosto redondo” da cachaga
(AQUARONE et al., 1983). Nesse periodo ocorrem reagdes como oxidagao e esterificagdo, que
tornam o produto significativamente melhor do ponto de vista sensorial. Os principais compostos
extraidos da madeira pelos destilados sdo: dleos volateis, substancias tanicas, agucares e glicerol,
acidos orgénicos ndo-volateis e esterdides, que modificam o sabor, o aroma e a coloragdo da
bebida (CARDELLO; FARIA, 1998). No ambito internacional, o carvalho ¢ a madeira
tradicionalmente empregada na confeccdo de barris. No Brasil, varias madeiras estdo sendo
testadas para o envelhecimento da cachaga, entretanto, ainda existem poucos estudos aplicados na
caracterizacdo dos compostos extraidos de cada tipo durante o envelhecimento (DIAS; MAIA;
NELSON, 1998).

A cachaga produzida em Santa Catarina ¢ pouco valorizada e praticamente ndo existem
estudos acerca do processo de fabricacdo dessa bebida. Os produtores, de maneira geral, ndo se

preocupam em controlar as varidveis do processo, como qualidade da matéria-prima,



temperatura, concentracao inicial e consumo dos acucares, pH e contaminagdes durante a etapa
fermentativa. Deste modo, geram um produto nao padronizado. Diante do exposto, este trabalho
tem como objetivo analisar as caracteristicas bioquimicas (consumo de acucares e producdo de
etanol) e microbioldgicas da fermentagcdo para a produgdo artesanal da cachaca na regido da
grande Floriandpolis. Além disso, pretendemos selecionar e isolar as cepas mais eficientes, de
forma a otimizar o processo e evitar contaminagdes. O eficaz controle do processo de producao
da cachaga podera agregar valor ao produto catarinense, torna-lo padronizado, aumentando sua

venda e incentivando os produtores.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Analises microbiologicas

A cada etapa selecionada do processo fermentativo (inicio, meio e fim), amostras do
mosto foram coletadas da dorna e imediatamente resfriadas a 4°C. A seguir, a amostra foi
convenientemente diluida com agua destilada estéril e plaqueada em meio WL (Difco) contendo
0,4% extrato de levedura, 0,5% triptona, 5% glicose, 0,055% fosfato de potassio monobasico,
0,0425% cloreto de potassio, 0,0125% cloreto de calcio, 0,0125% sulfato de magnésio, 0,00025%
cloreto férrico, 0,00025% sulfato de manganés, 0,0022% verde de bromocresol e 2% agar, como
descrito por Pallman e colaboradores (2001). As placas foram incubadas em estufa a 28°C por 48
horas e as colonias formadas, identificadas e quantificadas, sendo o resultado expresso em
UFC/mL. As caracteristicas morfoldgicas dessas colonias foram entdo analisadas € o uso da

microscopia 6ptica (STUDAR P

) permitiu diferenciar bactérias de leveduras. As leveduras que
apresentavam maior numero de colonias foram isoladas, ainda em meio WL, para posterior
identificacdo e testes fermentativos. Para identificar as cepas selecionadas foi utilizado o Kit Api
20C AUX (BioM¢érieux) e os procedimentos padrao e as chaves de identificagdo de acordo com
Kurtzman e Fell (1998). As cepas isoladas foram mantidas a 4°C em meio YPD solido contendo

1% de extrato de levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de agar (todos Sigma, USA).



2.2.2 Analises bioquimicas

Aliquotas das mesmas amostras coletadas para andlise microbiologica foram
centrifugadas (2600 g, 3 minutos) e o sobrenadante armazenado a —20°C. A sacarose foi dosada
enzimaticamente, de acordo com a metodologia descrita por Holmes (1997), com 42 U/mL de
invertase comercial (Sigma) em tampao fosfato de sddio (0,05 M 4cido citrico, 0,09 M fosfato de
sodio dibasico) pH 4,5, sendo que a glicose gerada na reagdo foi quantificada enzimaticamente
com glicose oxidase e peroxidase utilizando-se um kit enzimatico comercial (Analisa Diagndstica
Ltda). Os agucares redutores foram quantificados com acido dinitrosalicilico como descrito por
Miller (1959). A frutose foi estimada pela diferenga entre a concentragdo de agtcares redutores
totais e a glicose presente nas amostras. A concentracdo de etanol foi determinada
enzimaticamente utilizando-se 0,25 U/mL de dalcool oxidase (Sigma, USA) e 2 U/mL de
peroxidase (Toyobo, Brasil) em tampao fosfato (0,07% H,PO4 e 3,43% HPO,4) pH 7,5 contendo
0,014% aminoantipirina e 0,056% fenol segundo a metodologia descrita por Salgado et al.

(2000). Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.2.3 Determinacio da atividade invertase

Nas cepas isoladas da cachagaria, foi determinada a atividade invertase como descrito por
Silveira, Carvajal e Bon (1996). Inicialmente, as células foram multiplicadas em meio YPD (1%
de extrato de levedura, 2% de peptona e 2% de glicose) em agitador horizontal a 160 rpm e 28°C
até atingirem uma concentragao de 0,7 mg de células (peso seco)/mL. A seguir, as células foram
lavadas duas vezes com tampao 50 mM acetato de sédio pH 5,0 e suspensas no mesmo tampao
contendo 50 mM NaF de forma a atinguir uma concentracao de 5 mg de células (peso seco)/mL.
A suspensao foi mantida nesse tampao a 30°C por 30 minutos e a seguir incubadas por 5 minutos
a 30°C com 100 mM de sacarose. Apds parar a reagdo enzimatica a 100°C por 5 min, as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado para dosar a glicose formada. A atividade

enzimatica ¢ expressa em pumoles de glicose produzida por min e por mg de célula (peso seco).



2.2.4 Testes fermentativos em batelada

Para determinar a eficiéncia fermentativa (conversao de substrato em etanol) das cepas
isoladas, as mesmas foram pré-crescidas em meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de
peptona, 2% de glicose) em agitador horizontal a 28°C e 160 rpm por 48 horas. A seguir,
concentracdes de biomassa equivalentes foram inoculadas em meio rico YP (1% de extrato de
levedura, 2% de peptona) contendo diferentes fontes de carbono numa concentracdo de 2%
(glicose, sacarose, frutose, maltose, e galactose). Esses meios foram incubados por 20 horas nas
mesmas condi¢cdes que o pré-indéculo. As amostras foram entdo centrifugadas e o etanol

determinado como no item 2.2.2.

2.2.5 Cariotipagem

A cariotipagem das linhagens de leveduras isoladas foi realizada através da técnica de
eletroforese de pulso invertido (PFGE). As amostras de cromossomos foram preparadas como
descrito por Gerring, Connely e Hieter (1991) e a eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%
em tampao TBE (45 mM Tris-base, 45 mM acido bérico, | mM EDTA). O tempo total de corrida
foi de 42 horas, com pulsos Norte/Sul e Leste/Oeste de 140 V durante 34 horas e meia, 20 V
durante 30 minutos (Programa 1), 75 V durante 6 horas e meia e finalmente, 15 V durante 30
minutos (Programa 2). A eletroforese foi realizada em cuba hexagonal (GeneNavigator,
Amersham Pharmacia Biotech) usando 2,5 L de tampao TBE. O gel foi entdo corado por 30
minutos em 200 mL de dgua contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio e descorado em agua por

mais 30 minutos para ser em seguida fotografado sob lampada ultravioleta.

2.3 RESULTADOS

Durante trés ciclos produtivos, amostras do inicio, meio e fim dos processos fermentativos
foram coletadas em uma cachagaria situada na regido da grande Floriandpolis. Essa cachacgaria
foi escolhida por representar a situacdo da maioria dos produtores da regiao no que diz respeito as
condig¢des higiénico-sanitrias, aos equipamentos disponiveis, a forma de conduzir o processo e

ao conhecimento técnico.



O produtor utiliza como indéculo uma mistura de leveduras selvagens e fermento
comercial seco. Essa mistura de leveduras ¢ multiplicada até concentracdo suficiente para iniciar
um ciclo fermentativo usando caldo-de-cana como meio de cultura. A mesma biomassa de
células ¢ utilizada ora para fermentar o caldo-de-cana, ora para fermentar o melado. As dornas
utilizadas na cachagaria sdo de madeira, com capacidade para armazenar cerca de 2000 litros. A
fermentacao inicia com 100-150 litros de fermento, sendo o restante do volume completado com
caldo-de-cana ao longo do processo. J& no caso do melado, o mesmo ¢ adicionado em duas

ocasioes, diluido em agua. O processo fermentativo dura 36-48 h, dependendo das condigdes do

fermento (que € reutilizado) e da temperatura ambiente.

2.3.1 Analise bioquimica e microbiologica dos substratos

Inicialmente, avaliamos o teor de agucares nos dois substratos (caldo-de-cana e melado)
utilizados no processo de fermentacao para a producao de cachaga. As amostras de caldo-de-cana
continham entre 162 a 197 g/L de agucares totais, apresentando altos teores de sacarose (~90%) e
baixas quantidades de glicose e frutose (Figura 2.1). Com relagdo ao melado, analisamos trés
amostras, duas utilizadas pelo produtor e uma amostra de origem comercial. Esses substratos
continham de 48 a 59% de acucares totais, sendo que duas das amostras analisadas (uma
proveniente da cachagaria e a comercial) continham cerca de 68% de sacarose, 17% de frutose e
15% de glicose (Figura 2.2). Entretanto, a outra amostra da cachagaria continha apenas 7% de
sacarose e o total de acucares restante era de glicose e frutose (Figura 2.2). Considerando que o
melado ¢ o produto da concentragdo do caldo-de-cana, o teor de sacarose esperado para esse
substrato € superior ao de agucares redutores, o que nao aconteceu numa das amostras. Como o
melado utilizado na cachagaria é obtido de fornecedores externos e¢ ndo siao realizadas analises
que confirmariam sua composi¢ao, nossos resultados indicam que o produtor pode ter adquirido

melago (sub-produto do refino do agticar) no lugar do melado para a produgdo de cachaga.
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Figura 2.1. Composi¢do de agucares em duas amostras de
caldo-de-cana (A e B) provenientes da cachagaria em estudo.
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Figura 2.2. Composi¢@o de agucares em trés diferentes amostras de melado. A figura
identificada com a letra A refere-se & amostra de melado comercial, enquanto as figuras B
e C referem-se as amostras obtidas na cachagaria.




A andlise microbiologica mostrou que o caldo-de-cana utilizado na cachacaria apresenta elevados
niveis de contaminagdo, pois todas as amostras analisadas continham significativa concentra¢ao
de bactérias, inclusive, numa delas, o nimero de colonias (UFC/mL) desses microrganismos foi
superior ao numero de leveduras (Figura 2.3). Além disso, encontramos nas amostras de caldo-
de-cana uma grande variedade de morfotipos de leveduras (dados ndo mostrados). Tal resultado
era esperado, levando-se em conta que apos a colheita, nenhuma higienizagdo foi realizada na
cana. A moenda e as mangueiras que conduzem o caldo até a dorna também ndo foram limpas em
nenhum momento durante o periodo de trabalho na cachacaria. De acordo com nossas andlises,
ao contrario do que ocorre com o caldo-de-cana, nenhum microrganismo esta presente no melado
e contaminagdes poderiam ocorrer apenas em virtude da qualidade microbiologica da agua

utilizada para diluir esse substrato.
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Figura 2.3. Analise microbiologica do caldo-de-cana utilizado em trés diferentes ciclos
fermentativos (A, B e C) para a producao de cachaca artesanal. Os valores expressos no
grafico referem-se a 10° UFC/mL.

2.3.2 Analise bioquimica e microbiolégica dos processos fermentativos

No inicio da fermenta¢ao do caldo-de-cana (aproximadamente 1,5 hora apds adi¢do ao
fermento), o nimero de bactérias reduziu significativamente quando comparado com o substrato
em duas das fermentagdes acompanhadas e chegou a zero, na diluicao utilizada, numa terceira

(Figura 2.4). A competicdo por nutrientes e a producao de etanol pelas leveduras faz com que



estas predominem ao longo do processo fermentativo. Assim, somente leveduras foram isoladas
no meio e no final da fermentagdo do caldo-de-cana. Observamos também que a concentra¢ao
(UFC/mL) de leveduras aumenta no inicio e diminui no final do processo (Figura 2.5).
Considerando que o caldo ¢ constantemente adicionado ao fermentador, a redu¢do no nlimero de
células pode estar ocorrendo pela conseqiiente dilui¢do das mesmas. Pode ainda estar havendo
morte celular ou, provavelmente, ja estaria ocorrendo floculagdo e sedimentagdo das células de
levedura. Em nenhuma das etapas do processo que utiliza o melado encontramos bactérias, mas
somente leveduras. Da mesma forma que para o caldo, percebemos a reducdo no numero de

leveduras (UFC/mL) do meio para o fim da fermentagao (Figura 2.5).

53
800 104 O Leveduras

B Bactérias

Figura 2.4. Analise microbioldgica do inicio do processo fermentativo que utiliza caldo-de-
cana para a producdo de cachaca. Tré€s diferentes ciclos de fermentacdo (Figuras A, B e C)
foram acompanhados. O ntiimero de colénias indicado refere-se a 10’ UFC/mL.
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Figura 2.5. Concentracdo de leveduras (UFC/mL) ao longo dos

processos fermentativos que utilizam caldo-de-cana (O, @) ou

melado (M, O) como substrato. As cores diferentes nos simbolos
indicam ciclos fermentativos distintos.

Ainda, analisamos o consumo dos agtcares e a produgdo de etanol durante trés diferentes
ciclos de fermentacdo, em que foram utilizados o caldo-de-cana e o melado como substratos
(Figuras 2.6, 2.7 e 2.8). A concentra¢do de etanol formada (entre 8-11%) corresponde aquela
normalmente obtida em processos de producdo de cachaca. Observamos que no meio das
fermentagdes, comparando com o inicio, ha grande consumo de sacarose e producdo dos
monossacarideos glicose e frutose, podendo esta tltima pode atingir concentragdo de 5% (Figura
2.7). No final dos processos fermentativos foi verificada a auséncia de glicose no vinho, restando
apenas tracos de sacarose e frutose que nao ultrapassavam a concentragdo de 1% (Figuras 2.6-
2.8). Percebemos também uma grande varia¢do no conteiido de agucares quando comparamos o
inicio dos processos que utilizam caldo-de-cana e melado, o que ja era esperado, uma vez que
nenhuma padronizagdao do teor de acgucares foi realizada no substrato antes de iniciar a
fermentacao.

Apesar de o caldo-de-cana ser continuamente adicionado a dorna e, por isso, uma amostra
desse substrato ndo ser representativa do todo, avaliamos a eficiéncia do processo fermentativo.

Nos trés ciclos analisados, considerando a concentragdo de agticares no caldo, podemos afirmar



que a produtividade em etanol foi alta e proxima (93 a 100%) & méaxima teérica. Esse resultado
indica que as leveduras utilizadas pelo produtor estavam bem adaptadas ao processo que utiliza
caldo-de-cana como substrato. Como o melado ¢ diluido de forma imprecisa para iniciar a

fermentacao, o mesmo calculo ndo pode ser realizado para esse substrato.
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Figura 2.6. Evolugdo do processo fermentativo (inicio, meio e fim) no primeiro
ciclo analisado. O consumo dos aglicares e a producdo de etanol foram

determinados para os processos que utilizam caldo-de-cana e melado como
substratos.
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Figura 2.7. Evolugdo do processo (inicio, meio, fim e apds nova adi¢cdo de
melado) no segundo ciclo de fermentagdo analisado. O consumo dos agticares
e a producdo de etanol foram avaliados para os processos que utilizam
caldo-de-cana e melado como substratos.
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Figura 2.8. Evolugdo do processo fermentativo (inicio, meio, fim e apds nova
adicdo de melado) no terceiro ciclo analisado. O consumo dos agucares e a
produgcdo de etanol foram determinados para os processos que utilizam
caldo-de-cana e melado como substratos.



2.3.3 Identificacao das cepas de levedura isoladas

O meio de cultivo WL tem sido descrito como ideal para isolar, identificar e acompanhar
processos fermentativos industriais (PALLMANN et al.,, 2001). Nesse meio, as coldnias
adquirem diferentes coloracdes, formato e textura, o que permitiria quantificar a contribui¢cdo de
cada uma no processo fermentativo. Portanto, utilizando esse meio, selecionamos e isolamos 16
diferentes cepas de levedura (identificadas por numeros aleatorios), predominantes durante a
fermentacdo do caldo-de-cana e do melado. Na Tabela 2.1 estdo descritas as morfologias das 16
linhagens em meio WL e a identificagdo pelo Kit Api e pelo método da replica-plate. A
morfologia das cepas em meio WL varia dentro da mesma espécie, geralmente com respeito ao
tamanho ¢ a cor das colonias. A levedura encontrada em maior nimero, como esperavamos, foi S.
cerevisiae, sendo que em menor quantidade isolamos os géneros Kloeckera e Candida. Os dois
métodos utilizados para identificagdo ndo divergem quanto aos resultados obtidos, exceto com
relacdo a cepa 103, que o Kit Api estabelece como C. colliculosa e a replica-plate como C.
bombicola. Apesar das semelhangas quanto aos resultados, o Kit Api apresenta dificil leitura, por
isso, varias cepas nao foram caracterizadas com esse método. Sob tal ponto de vista, o método da
replica-plate é vantajoso, pois todas as linhagens puderam ser identificadas.

No intuito de melhor caracterizar os isolados, foram também realizadas analises do seu
caridtipo através de eletroforese de campo pulsado (PFGE). Como mostra a Figura 2.9, duas das
leveduras identificadas como S. cerevisiae (cepas 113 e 114), de fato, apresentaram o padrao
tipico de cromossomos desta espécie (GERRING, CONNELY, HIETER, 1991), enquanto para a
cepa 111 verificamos um nimero reduzido de cromossomos, de maior tamanho, condizente com
os dados publicados para o cariotipo (8 cromossomos) da levedura C. guilliermondii (DOI et al.,

1992).



Tabela 2.1. Cepas isoladas na cachacaria durante trés ciclos fermentativos. S3o mostradas as
caracteristicas morfologicas no meio WL e a identificacdo pelo Kit Api 20C AUX (BioM¢érieux) ou pelo
método da replica-plate.

. . . Identificaciao Identificacao
Morfologia das colonias em meio WL Kit Api “réplica-plate”
Cepas Cor Tamanho Aspecto
01 verde-amarelada, centro grande redonda, borda S. cerevisiae S. cerevisiae
levemente escuro regular
02 branca, levemente média redonda, borda n.i? S. cerevisiae
esverdeada regular
03 branca, levemente pequena redonda, borda n.i. S. cerevisiae
esverdeada regular
06 amarelo-creme grande brilhosa, redonda, n.i. S. cerevisiae
esverdeado, meio bordas irregulares,
levemente esverdeado, cerebroide
fundo esverdeado
101 verde escuro com centro grande cremosa, redonda, Kloeckera sp. Kloeckera sp.
mais claro, fundo achatada, borda
esverdeado regular
102 verde claro com centro  pequena cremosa, redonda, n.i Kloeckera sp.
escuro, fundo amarelo formato botdo, borda
com verde circular regular
103 esverdeada, com centro pequena cremosa, redonda, C. colliculosa C.bombicola
escuro, fundo amarelo formato botao, borda
com verde circular regular
107 branco-amareladas, grande cremosa S. cerevisiae S. cerevisiae
fundo verde-claro
108 esverdeadas, fundo mais  pequena cremosa, redonda n.i. S. cerevisiae
escuro
110 brancas, fundo branco pequena cremosa, redonda,  C. guillermondii  C. guillermondii
formato botdo, borda
regular
111 verde-claro, borda escura  pequena redonda, formato n.i C. guillermondii
botdo, borda regular
113 brancas, borda azul- grande cremosa, redonda, S. cerevisiae S. cerevisiae
esverdeada escuro borda regular
114 branco/verde-azulado, grande redonda, borda n.i. S. cerevisiae
centro verde regular
201 branca, fundo branco média cremosa, redonda, n.i. S. cerevisiae
borda regular, em
torre
202 branca, fundo branco média borda irregular, n.i. S. cerevisiae
aspecto de concha, em
torre
204 esverdeada, fundo média cremosa, redonda, S. cerevisiae S. cerevisiae

esverdeado

borda regular, em
torre

*ndo foi possivel a identificagéo.
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Figura 2.9. Cariotipagem de algumas leveduras isoladas. Os cromossomos
das cepas 111 (canaleta 1), 113 (canaleta 2) e 114 (canaleta 3) foram
separados por eletroforese de campo pulsado como descrito em Material e
Meétodos.

2.3.4 Parametros fermentativos das linhagens para a producio de cachaca

Para melhor caracterizar as linhagens isoladas avaliamos a atividade invertase e a
capacidade das mesmas para fermentar diferentes agucares. Os valores para o primeiro critério
variaram significativamente, desde leveduras que nao apresentaram atividade invertase, como as
cepas 101, 110 e 111 até outras com altos niveis desta enzima, cepas 01, 06 e 107 (Tabela 2.2).
De qualquer forma, ndo encontramos relagdo entre os niveis de atividade invertase e a capacidade
de fermentar sacarose. Mesmo as leveduras que aparentemente ndo possuem essa enzima (C.
guillermondii e um dos isolados de Kloeckera sp.) produzem quantidades significativas de etanol
a partir de sacarose. Nas condigdes testadas, as cepas 03, 06, 202 e 204 (todas S. cerevisiae)

foram as maiores produtoras de etanol a partir de sacarose (Tabela 2.2). Essas linhagens também



apresentaram boa capacidade fermentativa em glicose e frutose, acticares gerados na clivagem da
sacarose. Finalmente, os isolados 01 e 204 produziram quantidades significativas de etanol a
partir de maltose e galactose, outros dois acucares importantes em processos fermentativos

industriais.

Tabela 2.2. Atividade invertase e eficiéncia fermentativa das cepas isoladas na cachagaria.
Atividade invertase

Produgio de etanol® (g/L) a partir de:

extracelular _

Cepa (nmol/mg min) glicose sacarose frutose maltose  galactose
01 340,2 3,0 3,6 2,8 2,9 2,1
02 11,2 4,0 3,9 3,2 1,7 1,8
03 30,0 4,1 4,4 3,5 1,9 1,7
06 247,0 3,8 4,1 33 1,5 1,3
101 0,0 2,7 1,9 2,4 1,3 1,1
102 35,1 34 3.3 2,3 1,2 1,0
103 22,5 3,1 3.3 2,7 1,3 0,9
107 105,9 34 3,0 2,6 2,1 1,1
108 66,9 3,4 3.3 2,7 2,2 1,3
110 0,5 3,0 2,5 2,1 1,4 1,1
111 0,0 3,4 3,3 2,6 1,1 1,1
113 75,5 3.3 3.3 2,7 1,2 1,7
114 20,5 3,1 2,9 2,2 1,2 1,4
201 18,4 3,8 2,9 3,0 2,3 2,4
202 52,0 4,0 4,1 3.3 1,7 1.4
204 30,0 4,0 4,3 3,7 3,0 2,3

*determinado ap6s 20 h de incubagio.



2.4 DISCUSSAO

Apds andlise de alguns pardmetros bioquimicos e microbiologicos do processo
fermentativo para a produ¢do de cachaga artesanal, podemos ressaltar alguns aspectos de extrema
importancia para obter fermentagdes mais regulares e mais faceis de serem controladas. A analise
bioquimica dos substratos confirmou que a sacarose constitui o principal agucar presente no
caldo-de-cana, enquanto as amostras do melado adquirido pelo produtor nem sempre contém a
composi¢do esperada de agucares, pois uma das amostras avaliadas apresentou maior
concentragio de monosacarideos do que de sacarose. E importante lembrar que altas
concentracdes de frutose ndo sdo recomendaveis pela dificuldade que as leveduras normalmente
tém de fermentar esse agucar (BERTHELS et al., 2004).

Entretanto, do ponto de vista microbiologico, o caldo-de-cana ¢ uma fonte constante de
contaminagdes tanto por bactérias quanto por outras leveduras que ndo S. cerevisiae. A presenca
de bactérias pode prejudicar o andamento da fermentagdo e ocasionar a formagdo de compostos
indesejaveis, que alteram o sabor da cachaga. Além disso, a competicdo por nutrientes pode
favorecer a reducdo da concentracdo de leveduras ao longo dos processos. Medidas simples de
higienizacdo da cana antes da moagem, bem como a limpeza dos equipamentos a cada ciclo
fermentativo podem reduzir significativamente o conteudo de contaminantes no mosto,
favorecendo o controle do processo. Outro fator que contribui para a falta de controle no processo
¢ o fato de as dornas utilizadas pelo produtor serem construidas em madeira, material que
dificulta a higienizacdo. Além do mais, pelos anos de uso, apresentam rachaduras, que servem de
deposito para bactérias. Schwan e colaboradores (2001) ja haviam chamado a atenc¢do para o
problema da contaminagao por bactérias em fermentadores construidos com esse material. Assim,
apesar de o melado ser o substrato mais adequado do ponto de vista microbiologico, seu uso pode
comprometer o processo pela falta de padronizacdo na composig¢do de agucares. A prévia analise
desse substrato poderia selecionar os fornecedores, evitando prejuizos ao produtor.

Durante este trabalho foram isoladas 16 cepas de levedura que representam os principais
morfotipos encontrados nos processos fermentativos. S. cerevisiae foi a espécie predominante,
isolada durante todo o processo fermentativo, com ambos os substratos estudados. Ja os géneros
Kloeckera e Candida foram encontrados apenas no caldo-de-cana, o que indica que ndo

prevalecem durante a fermentacdo. Outros trabalhos ja haviam demonstrado o predominio de S.



cerevisiae em ciclos fermentativos para a produ¢do de cachaga (MORAIS et al., 1997; PATARO
et al., 2000). Neste ponto, ¢ importante salientar a dificuldade metodologica existente para
identificar contaminagdes por microrganismos. A identificagdo das espécies através de kits, testes
de crescimento ou assimilacdo de determinados nutrientes € um processo demorado e nada trivial.
Mesmo técnicas mais modernas, como a cariotipagem (PATARO et al., 2000; GUERRA et al.,
2001), ainda requerem um tempo consideravel para serem executadas. Até obter algum resultado,
as dornas de fermentacdo ja podem estar seriamente comprometidas pela contaminacdo. Técnicas
mais rapidas, como PCR e andlise de restrigdo de DNA mitocondial, poderdo, no futuro, permitir
um maior controle do processo fermentativo quando utilizados substratos ndo estéreis como o
caldo-de-cana (GUERRA et al., 2001; PATARO et al., 2000; SOUZA-LIBERAL et al., 2005).
Os parametros que identificam a linhagem ideal para producao de cachaga ainda nao estao
bem definidos, talvez pela diversidade de lugares e formas com que a bebida ¢ produzida nas
diferentes regides do pais. Entretanto, alguns trabalhos tém analisado as caracteristicas de varias
cepas, levando em consideragdo, principalmente, os parametros cinéticos ¢ a produgdo de
compostos secundarios (ANDRIETTA; MIGLIARI; ANDRIETTA, 1999; MUNIZ et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2003). Outros estudos tém avaliado a presenca de leveduras floculantes em
processos fermentativos. Apesar da floculagdo e da sedimentacdo das células auxiliarem na
separacao das leveduras, esta caracteristica pode também levar a fermentagdes incompletas,
devido ao menor contato das células com os agucares do meio (LUDWIG; OLIVA-NETO; DE-
ANGELIS, 2001; RIBEIRO; HORII, 1999; SILVA, 2003). E importante salientar que as
caracteristicas avaliadas neste trabalho para as cepas isoladas (eficiéncia fermentativa e atividade
invertase) mostraram pouca correlagdo entre os niveis da enzima invertase presente nas diferentes

linhagens e a capacidade de fermentar sacarose.
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3 Transporte ativo e fermentacio de sacarose por Saccharomyces cerevisiae

— Artigo publicado na revista internacional indexada Brazilian Archives of Biology and
Technology, v.47, p.119-127, 2004 (Apéndice A).

RESUMO

A sacarose ¢ a principal fonte de carbono utilizada por Saccharomyces cerevisiae durante a
producdo de alcool combustivel, fermento de panificagdo e diversas bebidas destiladas. O
objetivo deste trabalho foi analisar a contribuigdo para a fermentacdo de sacarose de uma via
pouco caracterizada de utilizagdo desse agucar por células de S. cerevisiae, o seu transporte ativo
através da membrana plasmatica e posterior hidrolise intracelular. A utilizagdo de uma cepa de
levedura sem a enzima invertase mostrou que aquela é capaz de fermentar sacarose
eficientemente gragas ao transporte direto do acucar para o interior da célula, sem ocorrer
producao de glicose e frutose no meio durante o processo fermentativo. Adicionalmente, uma
cepa de levedura sem os principais transportadores de hexoses (hxtl/-hxt7 e gal?) e, portanto,
incapaz de crescer ou fermentar glicose e frutose, também fermenta sacarose eficientemente. A
caracterizacdo molecular do transporte ativo e fermentacdo de sacarose por células de S.
cerevisiae abre novas oportunidades para otimizar leveduras para processos industriais que
utilizam cana-de-agucar.

+ . .
Palavras-chave: Cotransporte Sacarose-H . Invertase. Saccharomyces cerevisiae.



3.1 INTRODUCAO

A levedura Saccharomyces cerevisae ¢ utilizada em grande escala para a producao
industrial de etanol a partir de varios produtos agricolas ricos em acgucar. Esse bioetanol ¢
amplamente reconhecido por ser um substituto ou um aditivo apropriado para a gasolina e por
ndo agredir o meio ambiente. Mais de 70% da produ¢do mundial de etanol ¢ utilizada como
combustivel, uma porcentagem que vem aumentando a cada ano. O Brasil ¢ o maior produtor e
consumidor de alcool combustivel e a partir de 1999 tornou-se também o maior exportador desse
produto (BERG; 2004; LAVE; GRIFFIN; MACLEAN, 2001; LUGAR; WOOLSEY, 1999;
WYMAN, 1999). A sacarose €, provavelmente, o agiicar mais importante na utiliza¢do industrial
da levedura S. cerevisiae. Mais de metade da producao mundial de etanol depende da eficiente
fermentacdo de meios ricos em sacarose, como caldo-de-cana e melagos. Essas matérias-primas
também sao utilizadas para a produgdo de leveduras de panificagdo e para a produgdo de diversas
bebidas alcodlicas destiladas (SCHWAN et al., 2001; WHEALS et al., 1999; ZANIN et al.,
2000). Apesar de a selecdo do homem ter favorecido linhagens e gendtipos com caracteristicas
desejadas, melhorias ainda sdo necessarias para aumentar a produtividade e diminuir custos nas
aplicagoes industriais dessa levedura. Por exemplo, a habilidade de células de S. cerevisiae em
fermentar altas concentracdes de sacarose, como as encontradas nas massas de pao doce ou em
mostos very-high-gravity (VHG), ¢ menor do que a verificada em outros processos fermentativos
(BAJAJ; TAANK; THAKUR, 2003; EVANS, 1990; JONES; THOMAS; INGLEDEW, 1994).

E geralmente aceito que as células de S. cerevisiae possuem uma invertase extracelular
(B-D-frutosidase, EC 3.2.1.2.6) que hidrolisa sacarose em glicose e frutose, agucares que sao
captados para o interior da célula por transportadores de hexoses e metabolizados através da
glicolise (Figura 3.1). Essa enzima, codificada por um ou mais genes SUC (SUCI a SUCS e
SUC7) (NAUMOV et al., 1996), tem sido um paradigma para o estudo da sintese protéica e
regulacdo da expressdo génica. Esses genes geram dois RNAs mensageiros diferentes: um
transcrito maior, que codifica para uma invertase com uma seqiiéncia sinalizadora requerida para
a secre¢do fora da célula e um transcrito menor, sem a seqiiéncia sinalizadora, codificando para
uma forma intracelular da enzima (CARLSON; BOTSTEIN, 1982). Enquanto o primeiro RNA
mensageiro ¢ reprimido por altas concentragdes de sacarose ou por seus produtos de hidrolise
(glicose e frutose), a invertase intracelular é expressa constitutivamente. Foi também estabelecido

que a eficiente expressdo de invertase requer baixos niveis de glicose e frutose no meio



(DYNESEN et al., 1998; HAQ, SHAFIQ, ALI 2003; HERWING et al., 2001; OZCAN et al.,
1997).

Embora seja esperado que uma alta atividade invertase garanta a eficiente fermentagdo da
sacarose, varios trabalhos t€ém demonstrado uma correlagdo inversa entre os niveis dessa enzima
e a performance fermentativa das células (ECHEGARAY et al., 2000; EVANS, 1990; MYERS;
LAWLOR; ATTFIELD, 1997; ODA; OUCHI, 1990; TAKESHIGE; OUCHI, 1995). De fato, foi
demonstrado em 2004 por Greig e Travisano, que a eficiéncia de leveduras que ndo possuem
genes SUC em meios contendo sacarose pode ser superior aquela de leveduras que produzem
essa enzima, especialmente em altas densidades celulares, comumente encontradas em processos
fermentativos. Além disso, a correlacdo inversa entre a atividade invertase e a capacidade
fermentativa das células ¢ aumentada em meios ou massas que contenham altas concentragoes de
sacarose. Isto parece ser uma conseqiiéncia do repentino choque osmotico sofrido pelas células
quando altas concentragdes de sacarose sdao rapidamente convertidas em concentragdes ainda
mais altas de glicose e frutose (MYERS; LAWLOR; ATTFIELD, 1997; TAKESHIGE; OUCHI,
1995).

A andlise da expressdo génica em condicoes de alta concentracdo de glicose e frutose tem
revelado diversas adaptagdes metabolicas, incluindo um aumento na reciclagem futil da trealose,
do glicerol e do glicogénio, além de uma aumentada produgdo de acidos acético e succinico
(ERASMUS; VAN DER MERWE; VAN VUUREN, 2003). Sob essa condigdo de estresse,

menos etanol ¢ produzido.
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Figura 3.1. Modelo atual do metabolismo da sacarose por Saccharomyces cerevisiae. A sacarose pode
sofrer hidrdlise pela invertase periplasmatica ou pode ser transportada ativamente pela permease AGT/ e
entdo, ser clivada pela maltase ou invertase intracelular.

No presente trabalho analisamos uma via pouco caracterizada de utilizagdo de sacarose
por S. cerevisiae. Diversos trabalhos tém mostrado que as velocidades de fermentacdo e o
crescimento dessa levedura em sacarose s6 se encaixam num modelo composto pela contribuigao
tanto da captacdo direta da sacarose como pela captagdo dos seus produtos de hidrdlise para o
interior da célula (BARFORD; PHILLIPS; ORLOWSKI, 1992; MWESIGYE; BARFORD, 1996;
ORLOWSKI; BARFORD, 1991). A analise da captacdo direta de sacarose por S. cerevisiae
revelou a presenca de um cotransporte sacarose-H' (MWESIGYE; BARFORD, 1994, 1996;
SANTOS et al., 1982), que de acordo com Stambuk e colaboradores (1999) ¢ mediado pela
permease AGTI. Essa permease ¢ um cotransportador geral de o-glicosideos-H', capaz de
transportar sacarose e trealose com alta afinidade, enquanto maltose, maltotriose e a-metil-
glicosideo sdo captados com baixa afinidade (STAMBUK; DE ARAUJO, 2001; STAMBUK;
BATISTA; DE ARAUJO, 2000). O transporte ativo de sacarose justificaria a existéncia da
invertase intracelular constitutiva, embora a sacarose possa também ser hidrolisada por outras
glicosidases intracelulares, como a a-glicosidase (maltase), que tem a mesma afinidade e
atividade com sacarose ¢ maltose (KAHN; ZIMMERMANN; EATON, 1973; TABATA et al.,
1984).

Embora as células que expressam este transporte ativo apresentem em sacarose

velocidades especificas de crescimento maiores (MWESIGYE; BARFORD, 1996; ORLOWSKI;



BARFORD, 1991; STAMBUK; BATISTA; DE ARAUJO, 2000), ¢ necessario determinar a
contribuicdo da permease AGTI para a fermentacdo desse aglicar, ja que nem todos os acuicares
transportados pela permease, como maltotriose e trealose, sdo eficientemente fermentados pelas
células de levedura (MALLUTA; DECKER; STAMBUK, 2000; STAMBUK et al., 1999;
ZASTROW et al., 2000, 2001). No intuito de determinar a contribui¢do do transporte ativo para a
fermentacdo de sacarose, analisamos a fermentagdo desse agucar por cepas de levedura sem
invertase e por cepas sem os principais transportadores de hexoses (hxt!/ a hxt7, e gal?) e,

portanto, incapazes de fermentar ou crescer em glicose e frutose.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cepas de leveduras, meios e condi¢oes de crescimento

O gendtipo das cepas de S. cerevisiae usadas neste estudo estdo descritas na Tabela 3.1.
As células foram crescidas em meio rico YP contendo 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L de
peptona e 20 g/L de sacarose (todos SIGMA, USA). O meio teve seu pH ajustado para 5,0 com
acido cloridrico e foi, posteriormente, autoclavado a 120°C por 20 minutos. Como a cepa KY73
ndo cresce em sacarose, glicose ou frutose (Tabela 3.2), essa cepa e sua parental selvagem
(MC966A) foram crescidas em meio YP contendo 20 g/L. de maltose (SIGMA, USA). As células
foram cultivadas aerobicamente em erlenmeyers (100 ml de cultura em frascos de 500 mL) a
28°C em agitador a 160 rpm. A densidade optica da cultura foi medida a 570 nm e usada para
determinar a taxa de crescimento (i). A concentragdo de células ¢ expressa como peso seco,
determinado com células filtradas, lavadas com agua destilada e secas a 80°C por 48 horas. As
células foram centrifugadas (2500 g, 3 min) na fase exponencial de crescimento e lavadas duas

vezes com agua destilada a 4°C antes de serem utilizadas.



Tabela 3.1. Cepas de S. cerevisiae usadas neste estudo.

Cepa Gendtipo relevante ou descrigao Fonte ou referéncia
1412-4D MATa AGTI SUC3 MAL3 MGL3 MGL2 MELI ade?2 Yeast Genetic Stock Center
(ATTC #208022)

1403-7A MATa AGTI suc MAL4° MGL3 gal3 gal4 trpl ura3 Yeast Genetic Stock Center
Linhagem incapaz de produzir invertase extracelular (ATTC #208023)

MC966 MATa AGTI SUC2 MAL2 GAL MEL ura3-52 Reifenberger et al. (1997)
his3-11,15 leu2-3,112
KY73 hxtIA::HIS3::Ahxt4 hxt3A::LEU2::hxt6 hxt2A::HIS3 Kruckeberg et al., (1999)

gal2A hxt5::LEU2 hxt7::HIS3 derivada da MC966A
Linhagem sem os principais transportadores de hexoses

3.2.2 Ensaios de fermentacio

As células pré-crescidas por 12-16 horas em meio rico YP foram incubadas a 28°C em
meio sintético (4 g/L de base nitrogenada para leveduras sem aminodacidos - Difco - ¢ 10 g/L de
sulfato de amonia) contendo 20 g/L sacarose e 10 g/l de células de levedura. Amostras das
culturas foram centrifugadas (3400 g, 1 min) em intervalos regulares e os sobrenadantes usados

para determinagao de sacarose, glicose, frutose e etanol como descrito no item 3.2.5.

3.2.3 Ensaios de transporte

As células crescidas como descrito acima, para os ensaios de fermentagdo, foram
centrifugadas durante a fase exponencial de crescimento, lavadas duas vezes com agua destilada
e suspensas a uma densidade celular de 15 g/l com 4gua destilada a 4°C. O cotransporte de
prétons durante a captagdo de sacarose (concentragdo final 5 mM) foi determinado através do
registro da mudancga de pH na suspensao de leveduras como descrito previamente (STAMBUK et
al., 1998; STAMBUK; DE ARAUIJO, 2001; STAMBUK; BATISTA; DE ARAUJO, 2000)
usando um pHmetro PHMS84 acoplado a um registrador TT1 Servograph (Radiometer,

Copenhagen). A taxa de transporte foi expressa como pmol de sacarose transportada a 28°C/[g de




células de levedura seca por min]. Todas as andlises foram realizadas em triplicata com erro

padrao menor que 15%.

3.2.4 Ensaios enzimaticos

A hidrdlise da sacarose pela invertase periplasmatica foi determinada in vivo, com células
inteiras, previamente incubadas em 50 mM de fluoreto de sodio (SILVEIRA; CARVAJAL;
BON, 1996), usando 0,1 M sacarose em tampao 50 mM acetato de sddio pH 5,0 (tampao A). Para
a determinacdo da invertase intracelular, o extrato de células foi obtido a partir de uma suspensao
a 15 g/ em tampao B (0,1 M MOPS-NaOH, pH 6,8) gelado, contendo 1 mM fluoreto de
fenilmetilsulfonila, 20 % (v/v) glicerol e 1 mM EDTA. As células foram rompidas por agitacao
vigorosa em vortex na presenca de 1,5 g/mL de bolinhas de vidro (0,5 mm de didmetro) por cinco
periodos de 1 minuto a temperatura ambiente, seguidos por intervalos de 1 minuto, quando os
tubos foram mantidos em gelo. Os extratos foram centrifugados (10.000 g, 5 min) e o
sobrenadante utilizado para a determinacao da hidrdlise de sacarose pela invertase usando 0,1 M
de sacarose em tampao A, ou hidrdlise pela maltase usando 0,1 M de sacarose em tampao B
(KAHN; ZIMMERMANN; EATON, 1973, TABATA et al., 1984). O conteudo de proteina no
extrato celular foi determinado como descrito por Bradford (1976), usando albumina bovina
como padrdo. Foram utilizados controles com células ou extratos previamente fervidos e todos os
ensaios foram executados em triplicata com erros menores que 10 %. A atividade enzimatica ¢
expressa como mU/g de célula seca ou proteina, onde uma unidade corresponde a 1pumol de

glicose produzida/min a 28°C.

3.2.5 Determinacio de sacarose, glicose, frutose e etanol

A sacarose foi quantificada enzimaticamente, de acordo com Holmes (1997), usando 42
U/mL de invertase (Sigma, USA) em tampao fosfato citrico (0,05 M 4acido citrico, 0,09 M fosfato
de soédio dibasico) pH 4,5, seguido da quantificagdo da glicose formada. A glicose foi
determinada através do método glicose oxidase e peroxidase usando um kit comercial (Analisa
Diagnostica Ltda., Brasil). A concentracao de agticares redutores foi determinada utilizando acido

dinitrosalicilico (DNS) como descrito por Miller (1959) e a de frutose foi calculada a partir da



diferenca entre a quantidade de agucares redutores e a de glicose presente na mesma amostra. O
etanol foi determinado utilizando alcool oxidase (Sigma, USA) e peroxidase (Toyobo, Brasil)

como descrito por Rodionov, Keppen e Sukhacheva em 2002.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Fermentacio de sacarose por cepas SUC2 ou SUC3

A Figura 3.2 mostra a capacidade fermentativa de duas cepas diferentes. Ambas
apresentam atividade invertase (Tabela 3.2), seja codificada pelo gene SUC2 (cepa MC966A) ou
pelo gene SUC3 (cepa 1412-4D). Nos dois casos, a hidrolise da sacarose leva ao acimulo de
glicose e frutose no meio, agticares que foram posteriormente fermentados pelas células. Ainda
que a frutose seja utilizada ao mesmo tempo em que a glicose, esta ultima ¢ consumida
primeiramente, o que pode levar a sobra de frutose no final da fermentacdo e conseqiientes
prejuizos na performance fermentativa (BERTHELS et al., 2004; CASON; REID; GATNER,
1987; D’AMORE; RUSSEL; STEWART, 1989).
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Figura 3.2. Fermentacdo aerdbica em batelada de sacarose por cepas de S. cerevisiae com o gene SUC2
(cepa MC966A, simbolos abertos) ou SUC3 (cepa 1412-4D, simbolos fechados) a 28°C e 160 rpm. No
grafico A, a concentracdo de sacarose (tridngulos) ¢ a biomassa de células de leveduras (circulos) sdo
mostradas. No grafico B, estdo representadas a concentracdo de glicose (tridngulos invertidos), frutose
(diamantes) e etanol (quadrados) durante o processo fermentativo.



Tabela 3.2. Velocidade especifica de crescimento e produgao de etanol em sacarose, transporte ativo
e hidrélise de sacarose pelas diferentes cepas de levedura.

Yis Cotransporte  Hidrolise da sacarose (mU/[g min]) por
Cepa: Usuc (g etanol/g agicar ~ Sacarose-H" Células Extrato celular
’ (h™h consumido) (umol/[g min]) inteiras pH 5,0 pH 6,8
1412-4D 0,24 0,33 e 35 ND° ND
MC966A 0,24 0,32 52 38 765 1.580
KY73 NC° 0,36 50 327 1.415 1.350
1403-7A 0,24 0,33 24 — <50 1.620

ndo detectado, "ndo determinado, “nenhum crescimento.

3.3.2 Fermentacio de sacarose por uma cepa suc sem invertase

A cepa 1403-7A tem sido descrita como uma levedura sem atividade invertase (KHAN;
ZIMMERMANN; EATON, 1973; ODA; OUCHI, 1991) e nossos resultados confirmaram que
células inteiras dessa cepa foram incapazes de hidrolisar sacarose (Tabela 3.2), indicando que a
linhagem, de fato, ndo possui atividade invertase periplasmatica. Entretanto, essa cepa foi capaz
de crescer em meio YP contendo sacarose com a mesma velocidade especifica de crescimento
que as cepas 1412-4D e MC966A (Tabela 3.2). Como mostra a Figura 3.3, a sacarose também foi
eficientemente fermentada pela cepa 1403-7A, com nenhuma glicose ou frutose sendo produzida

durante o consumo desse agtcar.

Ainda que a cepa 1403-7A ndo possua atividade invertase intracelular, apresenta
significante cotransporte sacarose-H', bem como, hidrolise de sacarose pela maltase intracelular
(Tabela 3.2), atividades que certamente permitem crescimento e fermentacao desse dissacarideo

sem que ocorra sua hidrolise extracelular.

3.3.3 Fermentacio de sacarose por uma cepa sem transportadores de hexoses

O transporte de glicose e frutose em leveduras ¢ mediado por uma grande familia de
genes transportadores de hexoses, que codificam permeases que diferem em relacdo a suas
propriedades cinéticas e de regulacio (OZCAN; JOHNSTON, 1999). Entretanto, evidéncias
experimentais tém implicado oito membros da familia HXT (HXT1-HXT7 e GAL2) no transporte



metabolicamente significativo de hexoses (KRUCKEBERG et al., 1999; MAIER et al., 2002;
REIFENBERGER; BOLES; CIRIACY, 1997). Uma cepa que nao possui os genes desses
transportadores de hexoses (KY73, Tabela 3.1) ndo pode crescer em sacarose (Tabela 3.2) nem
em glicose ou frutose (dados ndo mostrados). Essa cepa foi entdo pré-crescida em maltose e sua
capacidade de fermentar sacarose analisada (Figura 3.4). Nossos resultados mostram que, apesar
do consumo da glicose e da frutose estar severamente comprometido na cepa KY73, observamos
eficiente fermentacao da sacarose por essas c€lulas. Devido a alta atividade invertase nessa cepa
(Tabela 3.2, vide também REIFENBERGER; BOLES; CIRIACY, 1997), alguma sacarose foi
também hidrolisada e a glicose e a frutose produzidas permaneceram inutilizadas pela levedura
(Figura 3.4). Essas células possuem significativa atividade de cotransporte sacarose-H', bem
como, hidrolise de sacarose pela invertase e maltase intracelulares (Tabela 3.2), o que permitiu a

eficiente fermentagao desse agucar.

w0} A B 5
D 20 N -10 G

' <
n i =
@ \ o
= 2
G A
yol R &
= o
© o o
[ &) i )
o 1097 A& s 57
C 1y
© \)\ 2,
o ©
0] ™ /7]
e e 3
S R =
0 - O

0 _I [ [ _ 0
0 3 6 0 3 3]
Time (h)

Figura 3.3. Fermentacdo aerébica em batelada de sacarose pela cepa 1403-7A a
28°C e 160 rpm. No grafico A s3o mostrados a concentra¢io de sacarose
(triangulos) e a biomassa celular (circulos), enquanto no grafico B estdo
representadas a concentragdo de glicose (triangulos invertidos), frutose (diamantes)
e etanol (quadrados) durante o processo fermentativo.
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Figura 3.4. Fermentagdo aerobica em batelada de sacarose pela cepa KY73 a
28°C e 160 rpm. No grafico A sdo mostrados a concentragdo de sacarose
(tridingulos) e a biomassa de células de leveduras (circulos), enquanto no grafico
B estdo representadas as concentragdes de glicose (tridngulos invertidos), frutose
(diamantes) e etanol (quadrados) durante o processo fermentativo.

3.4 DISCUSSAO

Embora B-frutosidases extracelulares estejam amplamente presentes em leveduras
(BARNETT, 1981), diversas espécies podem metabolizar sacarose intracelularmente por meio de
um transportador de sacarose presente na membrana plasmatica, que permite o transporte direto
do acucar para o interior da célula. Algumas leveduras, como Schizosaccharomyces pombe,
podem ainda metabolizar sacarose por ambas as vias: hidrdlise extracelular e transporte ativo do
agucar para o interior da célula onde ¢ clivada por uma enzima intracelular (REINDERS; WARD,
2001). Em todos os casos conhecidos, os metabolismos da sacarose ¢ da maltose estdo
intimamente ligados, compartilhando os mesmos sistemas de transporte, enzimas hidroliticas e/ou
mecanismos regulatorios.

Através da utilizacdo de uma cepa sem invertase e de outra incapaz de fermentar glicose e
frutose, devido a auséncia dos principais transportadores de hexoses, foi demonstrado que a

sacarose pode ser fermentada de forma eficiente por células de S. cerevisiae através da captagao



direta do aglcar a partir do meio, transporte provavelmente mediado pela permease AGTI,
seguido da sua hidrolise intracelular. Devido ao requerimento energético para a captagdo direta
do dissacarideo, que pode consumir mais de 25% da energia produzida pela fermentacao, maiores
velocidades especificas de fermentagcdo e/ou rendimento, comparados com a fermentagdo da
glicose, tém sido reportadas para a fermentacdo da maltose por células de S. cerevisiae
(WEUSTHUIS et al., 1993). A captacao direta de maltose e sua hidrdlise intracelular também
permitem as células de levedura fermentar altas concentragdes do agucar com alto rendimento.
Tentativas de melhorar a eficiéncia na fermentagdo da maltose durante condigoes de VHG em
cervejaria tém revelado que o principal fator limitante na velocidade da fermentagdo ¢ a
expressao do transportador de maltose (KODAMA et al., 1994, 1995). Deste modo, estamos
tentando aumentar a expressdo da permease AGTI em células de levedura sem a invertase
extracelular para analisar a capacidade fermentativa dessa cepa em sacarose e/ou caldo-de-cana.
Seria também interessante testar a fermentacao de altas concentragdes de sacarose (>200 g/L) por
essas cepas engenheiradas. Concluindo, esperamos que a caracterizagdo molecular do transporte
ativo e da fermentacdo da sacarose por S. cerevisiae abra novas oportunidades para a otimizagao
de processos industriais que utilizam caldo-de-cana, incluindo a producao de bebidas destiladas,

levedura de panificagdo e bioetanol.
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4: Modificando o metabolismo de sacarose em Saccharomyces cerevisiae

RESUMO

A ocorréncia de fermentacdo em aerobiose, fendmeno descrito na levedura Saccharomyces
cerevisiae, ¢ altamente indesejada nos processos que visam a obtengdo de biomassa por gerar
perdas na produtividade. Desta forma, os atuais processos de producdo de leveduras para
panificagdo sdo executados por sistemas de batelada alimentada, que entre outras desvantagens,
exigem constante monitoramento. Nesse trabalho, desenvolvemos e caracterizamos uma
linhagem de S. cerevisiae engenheirada, de forma a metabolizar sacarose através de um
transportador com baixa afinidade pelo substrato. A cepa engenheirada LCMO00O1 cresce em
sacarose com a mesma velocidade especifica de crescimento que cepas contendo invertase ou o
transportador de sacarose de alta afinidade, mas apresenta metabolismo predominantemente
oxidativo, com menor produg¢do de etanol e rendimento em biomassa 45% superior a sua
parental. A LCMO001 fermenta eficientemente altas concentragdes de sacarose ou outros agucares,
como glicose e maltose. A utilizacdo de linhagens com aumentada produgdo de biomassa e
capacidade de fermentar sacarose em altas concentragdes, como as encontradas no caldo-de-cana,
podera reduzir custos e aumentar a produtividade industrial desse microrganismo.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Sacarose. Biomassa.



4.1 INTRODUCAO

A via glicolitica e suas enzimas foram conservadas durante a evolucdo. Entretanto, os
mecanismos que controlam o metabolismo do carbono e a producao de energia tém se adaptado
as necessidades de cada espécie ou tipo de célula. Os organismos aerobicos respiram piruvato
completamente até CO, com oxigénio como o aceptor final de elétrons, assim, fazendo maximo
uso das transformagdes energéticas para a producao de ATP. Todavia, organismos aerobicos
facultativos podem fermentar a fonte de carbono para a rapida produgdo de energia, o que
geralmente ocorre em condigdes de falta de oxigénio ou anaerobiose, mas que também ¢ regulado
pela disponibilidade da fonte de carbono (PFEIFFER; SCHUSTER; BONHOEFFER, 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada pela humanidade durante
milénios pela sua alta capacidade de fermentar agtcares. Essa levedura € capaz de produzir etanol
tdo logo a concentracdo de glicose atinja ~1 mM, independentemente da presenga ou nao do
oxigénio (LAGUNAS, 1979; LAGUNAS, 1986; SONNLEITNER; KAPPELI, 1986; VERDUYN
et al., 1984). A presenca de glicose ou outros agucares fermentaveis provoca uma série de
alteracdes no metabolismo dessa célula, de forma a garantir o rapido consumo e fermentagdo da
fonte de carbono. Pelo menos trés diferentes recepetores extracelulares para glicose tém sido
descritos em leveduras, os que ativam a proteina quinase AMP-ciclico dependente e, portanto,
estimulam o crescimento e os que regulam a expressao de uma grande familia de transportadores
de hexoses para garantir a eficaz captagdo do agucar do meio (GELADE et al., 2003;
JOHNSTON; KIM, 2005; LEMAIRE et al., 2004; MORIYA; JOHNSTON, 2004; ROLLAND;
WINDERICKX; THEVELEIN, 2002). Além disso, uma série de estudos indicam a existéncia de
um sensor intracelular, capaz de medir o fluxo glicolitico, favorecendo a rapida fermentagao da
glicose em detrimento da utilizagdo de outras fontes de carbono ou mesmo da respiragdo do
agucar (BISSON; KUNATHIGAN, 2003; MORENO et al., 2005).

Em S. cerevisae, a fermentagdo é conseqiiéncia ndo s6 da baixa capacidade que a enzima
piruvato desidrogenase possui, determinando um baixo fluxo do carbono para a oxidagdo
mitocondrial, como também do controle exercido pela glicose em nivel de transcricdo,
reprimindo uma série de enzimas requeridas para o metabolismo de outros agucares, tais como a
sacarose, a maltose e a galactose, a gliconeogénese, as enzimas respiratdrias e o desenvolvimento
mitocondrial. A essa série de acontecimentos da-se o nome de repressao catabdlica pela glicose

(CARLSON, 1998; GANCEDO, 1998; GELADE et al., 2003; ROLLAND; WINDERICKX;



THEVELEIN, 2002; YIN et al., 2003). A baixas concentracdes externas de glicose e em
condigdes aerodbicas, etanol nao ¢ produzido e CO; ¢ o principal produto obtido do catabolismo
do carbono (POSTMA; SCHEFFERS; VAN DIJKEN, 1989).

Em processos voltados para a producdo de biomassa, como a obten¢do de fermento de
panificagdo, extrato de levedo e proteinas heterdlogas, a ocorréncia de fermentacdo alcoolica ¢
altamente indesejada por diminuir o rendimento em biomassa, ja que parte do carbono ¢
redirecionado a producao de metabolitos, como etanol e glicerol (VERDUYN, 1991; VERDUYN
et al., 1990; VERDUYN et al., 1991). Com relagdo a produgdo de leveduras de panificagdo, os
requisitos mais importantes no processo sao o rapido crescimento ¢ o alto rendimento em
biomassa (BEUDEKER et al., 1990; EVANS, 1990). Além disso, as leveduras devem manter sua
capacidade fermentativa para as aplicagdes praticas, neste caso, a fermentacdo dos acgucares
presentes na massa de pao (VAN HOEK; VAN DIJKEN; PRONK, 1998).

Como em S. cerevisiae o controle da fermenta¢do versus respiragdo ¢ primariamente
determinado pelo tipo e concentracdo da fonte de carbono, a multiplicagdo das células para a
producdao de fermento de panificagdo ¢ executada em condigdes aerdbicas e por sistema de
batelada alimentada, portanto, com adi¢do controlada do agucar. Geralmente, uma fase inicial de
alimentacdo exponencial ¢ seguida por fases de alimentacdo constante e em declinio, evitando-se
assim a fermentacdo e maximizando a producdo de biomassa (BEUDEKER et al., 1990;
ENFORS; HEDENBERG; OLSSON, 1990). Apesar de o sistema de batelada alimentada ser o
mais utilizado para a producao industrial de biomassa de leveduras, ele apresenta inconvenientes
como o constante controle operacional e a variagdo de caracteristicas entre as linhagens. Além
disso, a incompleta mistura do aguicar e/ou o insuficiente suprimento de oxigénio durante a
producdo sdo potenciais causadores da producao de etanol (CANNIZZARO; VALENTINOTTTI;
VON STTOCKAR, 2004; WIN; IMPOOLSUP; NOOMHORM, 1996).

Ainda que centenas de anos tenham sido dedicados a pesquisa, os aspectos fundamentais
no controle do metabolismo glicolitico e o passo chave na divisdo do piruvato rumo a via
fermentativa e/ou respiratoria em leveduras sdo ainda pouco entendidos. De qualquer forma, ha
décadas tem-se tentado redirecionar o fluxo da glicose em dire¢do a respiragdo para evitar a
producdo de etanol em altas concentra¢des de glicose extracelular. Basicamente, trés abordagens

diferentes tém sido propostas:



- Superexpressdo do fator de transcrigdo HAP4, um regulador positivo da transcri¢do de genes
envolvidos no metabolismo respiratorio e biogénese mitocondrial. Linhagens de S. cerevisiae
com superexpressao desse gene apresentam metabolismo mais oxidativo do que cepas selvagens,
com reducdo da repressdo por glicose, fazendo com que essa linhagem engenheirada apresente
maior rendimento em biomassa (BLOM; TEIXEIRA DE MATOS; GRIVELL, 2000; GRIVELL;
TEIXEIRA DE MATOS; BLOM, 1998; LASCARIS et al., 2002; VAN MARIS et al., 2001);

- Reducdo da repressdo catabolica pela glicose, seja deletando o gene que codifica para
hexoquinase Il (HXK?2), enzima que tem papel central no metabolismo da glicose e na repressao
por glicose em S. cerevisiae, ou, ainda, através da delecdo de reguladores como o REGI ou o
repressor MIGI. Células sem esses genes apresentam crescimento mais oxidativo em altas
concentracdes de glicose, resultando também em maior producdo de biomassa (DIDERICH et al.,
2001, 2002; HERWIG et al., 2002; HERWIG; VON STOCKAR, 2002; KLEIN; OLSSON;
NIELSEN, 1998; VAN DAM et al., 2002);

- Redugdo da captacdo de glicose pelas células. Considerando que o transporte através da
membrana ¢ o passo limitante na metabolizacao da glicose, foram deletados mais de 20 genes que
codificam para transportadores de actcares em S. cerevisiae, além de reintroduzir no genoma da
levedura engenheirada um transportador mutante quimérico, denominado 7M6*. Essa levedura
também apresenta metabolismo respiratorio com alta produgdo de biomassa em glicose (BILL et
al., 2002; ELBING et al., 2004a; OTTERSTEDT et al., 2004).

O desenvolvimento destas linhagens tem contribuido enormemente para a compreensao
do metabolismo glicolitico em leveduras, todavia, as mesmas apresentam limitada utilizagdo
industrial. Isto ocorre porque a glicose nao € o principal substrato utilizado industrialmente, mas
sim a sacarose. Matérias-primas ricas em sacarose, como caldo-de-cana e melacos, sdo utilizados
mundialmente em grande escala para a producdo de etanol, leveduras de panificagdo e bebidas
alcoodlicas (SCHWAN et al., 2001; WHEALS et al., 1999; ZANIN et al., 2000). No intuito de
otimizar a utilizagdo industrial de sacarose, neste trabalho descrevemos o desenvolvimento de
uma linhagem de S. cerevisiae capaz de produzir altas concentragdes de biomassa quando
crescida em tal substrato, mantendo inalteradas a capacidade de fermentar altas concentragdes de
sacarose (>200 g/L) e a capacidade de fermentar eficientemente os principais agtcares (glicose e

maltose) encontrados na massa de pao.



4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Cepas de leveduras, meios e condicoes de crescimento

A cepa de S.cerevisiae 1403-7A (ATCC # 208023. Gendtipo relevante MATa suc” MAL4¢
MGL3 gal3 gal4 trpl ura3) teve deletado do seu genoma o transportador de sacarose de alta
afinidade, como descrito por Batista, Miletti e Stambuk, em 2004, dando lugar a cepa
engenheirada LCMO001. Métodos padrao para a transformacdo de leveduras, manipulagdo e
analises de DNA foram seguidos (AUSUBEL et al., 1995). As células foram crescidas em meio
rico YP contendo 10 g/L de extrato de levedura, 20 g/L. de peptona e 20 g/L de sacarose (todos
SIGMA, USA). O meio teve seu pH ajustado para 5,0 com acido cloridrico e foi posteriormente
autoclavado a 120°C por 20 minutos. A seguir, foram adicionados 3 mg/L antimicina A, um
inibidor da cadeia respiratoria (SIGMA, USA). As células foram cultivadas aerobicamente em
erlenmeyers (100 ml de cultura em frascos de 500 mL) a 28°C em agitador a 160 rpm. A
densidade oOptica da cultura foi medida a 570 nm e usada para determinar a velocidade especifica
de crescimento (p). A concentracdo total ¢ expressa como peso seco, determinado com células
filtradas, lavadas com 4gua destilada e secas em microondas até peso constante. As células foram
centrifugadas (2500 g, 3 min) na fase exponencial de crescimento e lavadas duas vezes com agua

destilada a 4°C antes de serem utilizadas para os ensaios de transporte e testes fermentativos.

4.2.2Ensaios de transporte

As células crescidas como descrito no item 4.2.1 foram suspensas a densidade de 15 g/L
com agua destilada a 4°C. O cotransporte de protons durante a captacdo de diferentes
concentracdes de sacarose foi determinado através do registro da mudanca de pH na suspensao de
leveduras como descrito previamente (STAMBUK et al., 1998; STAMBUK; DE ARAUIJO,
2001; STAMBUK; BATISTA; DE ARAUJO, 2000) utilizando-se um pHmetro PHM84 acoplado
a um registrador TT1 Servograph (Radiometer, Copenhagen). A velocidade de transporte ¢
expressa em pumol de sacarose transportada a 28°C/[g de células de levedura seca por min]. Todas

as analises foram realizadas em triplicata com erro padrao menor que 15%.



4.2.3 Ensaios de fermentac¢ao e avaliacio bioquimica do processo fermentativo

As células de levedura coletadas na fase exponencial de crescimento foram suspensas a
uma concentracdo final de 10 mg/mL e cultivadas em diferentes concentragdes de sacarose como
descrito por Badotti, Batista e Stambuk em 2004. Foram analisadas as concentragdes de sacarose,
glicose e agucares redutores totais, bem como, a quantidade de etanol produzido, conforme os

métodos descritos anteriormente (BADOTTI; BATISTA, STAMBUK, 2004).

4.3 RESULTADOS

A detalhada analise molecular da utilizagcdo de sacarose por S. cerevisiae tem revelado
duas diferentes vias de metabolizagdo desse agucar: a hidrolise extracelular do dissacarideo pela
invertase, com posterior captacado dos monossacarideos (glicose e frutose) produzidos e a
captagdo ativa do aglicar através do cotransporte sacarose-H™ (BADOTTI; BATISTA;
STAMBUK, 2004; BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 2004; MWESIGYE; BARFORD, 1996).
Trabalhos tém demonstrado que ndo ha correlacdo entre os niveis da enzima invertase e a
capacidade de fermentar sacarose (JIMENEZ; BENITEZ, 1986). Deste modo, iniciamos nossa
abordagem com uma cepa de levedura que ndo possui essa enzima (cepa 1403-7A), mas cresce e
fermenta sacarose eficientemente gracas a captagdo ativa do acucar a partir do meio. Essa
levedura possui um genotipo MAL constitutivo, importante em panificagdo para a correta
fermentacdo dos agucares presentes na massa (HIGGINS et al., 1999; ODA; OUCHI, 1990), e
apresenta a mesma velocidade especifica de crescimento em sacarose de cepas que possuem a
enzima invertase, seja codificada pelo gene SUC2 ou SUC3 (BADOTTI; BATISTA;
STAMBUK, 2004).

Como descrito anteriormente, para outras cepas selvagens de S. cerevisiae (STAMBUK;
BATISTA; DE ARAUJO, 2000), a linhagem 1403-7A também apresenta atividade de transporte
ativo de sacarose mediada por dois sistemas distintos, um com alta afinidade (Km ~8 mM) e
outro com baixa afinidade (Km ~120 mM) pelo substrato (Figura 4.1). A seguir, deletamos do
genoma dessa levedura o gene que codifica para o transportador de alta afinidade, seguindo

metodologia descrita por Batista, Miletti e Stambuk (2004). Como demonstramos na Figura 4.1, a



cepa engenheirada LCMO001 obtida, de fato, apresentou apenas o transportador de sacarose com
baixa afinidade.

A nova linhagem de S. cerevisiae continuou crescendo em sacarose com a mesma
velocidade especifica que a parental 1403-7A (Tabela 4.1), assim, maiores detalhes da cinética de
crescimento dessas células foram avaliados. Utilizando sacarose como fonte de carbono, a cepa
1403-7A apresentou um tipico crescimento aerdbico em batelada, onde as células crescem
exponencialmente nas primeiras 25-30 horas, consomem o agucar e produzem etanol (Figura
4.2). Com o término do substrato, as células param de crescer, dando lugar a chamada parada
diauxica, quando as células ndo estdo mais reprimidas pela fonte de carbono e, entre outras
fungdes, sintetizam a maquinaria enzimatica que permite respirar o etanol produzido durante a
primeira fase de crescimento exponencial (LEWIS et al., 1993). Conseqilientemente, ocorre uma
segunda fase de crescimento aerobico entre 40-60 horas apods o inicio do processo, onde o etanol

¢ consumido pelas células e a maxima concentracao celular ¢ atingida (Figura 4.2).
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Figura 4.1. Analise cinética do cotransporte sacarose-H™ pelas leveduras. A
velocidade de transporte ativo de sacarose foi determinada com diferentes
concentragdes do substrato em células da cepa 1403-7A () e em células da linhagem
engenheirada LCMO001 (m), previamente crescidas em sacarose, como descrito em
Material e Métodos.

Tabela 4.1. Velocidade especifica de crescimento (p), biomassa produzida e rendimento em etanol
(Yes) pelas linhagens 1403-7A e LCMO01.

Biomassa Yess

Cepa Condigdo u(h?h (g/L) (g/g sacarose)
1403-7A  Crescimento (batelada) em sacarose 0,22 8,8 0,36
idem acima + antimicina A 0,22 2,7 0,51
LCMO001 Crescimento (batelada) em sacarose 0,24 12,8 0,16

idem acima + antimicina A 0,12 2,8 0,49
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Figura 4.2. Crescimento aerdbico em batelada com sacarose como fonte de carbono. Células da
cepa parental 1403-7A (e) e da cepa engenheirada LCMO0O01 (o) foram inoculadas em meio rico YP
contendo 20 g/L sacarose e tiveram o crescimento (A), o consumo de sacarose (B) e a producdo de
etanol (C) avaliados ao longo do tempo.
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Figura 4.3. Efeito da antimicina A no crescimento aerdbico em batelada com sacarose (20
g/L) como fonte de carbono. Células da cepa parental 1403-7A (A, C) e da cepa
engenheirada LCMO001 (B, D) foram inoculadas na auséncia (e) ou presenga (o) de
antimicina A. Foram ainda acompanhados o crescimento (A e B) ¢ o consumo de sacarose (C




A cepa engenheirada LCMO0O01 apresentou um crescimento claramente distinto daquele
apresentado pela sua parental 1403-7A. Apesar de ambas possuirem a mesma velocidade
especifica de crescimento, a linhagem LCMO001 consumiu mais lentamente a sacarose do meio,
produziu significativamente menos etanol (metade) e ndo apresentou a chamada parada diauxica,
crescendo constantemente até atingir uma concentracao de biomassa 45% superior aquela da cepa
1403-7A (Figura 4.2, Tabela 4.1). Inclusive, na LCMO001, a fase de consumo do etanol ocorreu
enquanto ainda existia sacarose no meio, indicando menor repressdao catabolica pelo actcar e
sugerindo que as células estdo mantendo uma alta taxa de crescimento gragas a maior oxidagao
(respiragao) do agucar.

A contribuicdo da respiragdo para o crescimento celular foi avaliada utilizando-se um
inibidor da cadeia de transporte de elétrons, a antimicina A. Como mostrado na Figura 4.3, a
presenca do inibidor ndo afetou a velocidade especifica de crescimento nem o consumo da
sacarose na cepa 1403-7A, confirmando o metabolismo fermentativo dessas células. Apenas a
segunda fase do crescimento aerobico foi afetada, levando a menor concentragdo celular e
acumulo de etanol no meio de cultura, praticamente o maximo teorico de conversao etanol/agucar
(Figura 4.3, Tabela 4.1). No caso da cepa engenheirada LCMO001, a presenca da antimicina A
inibiu significativamente a velocidade especifica de crescimento e o consumo de sacarose do
meio, fazendo com que fossem necessarias mais de 100 horas de cultivo para que o agtlicar fosse
totalmente consumido e as células atingissem a mesma concentracdo de biomassa que a cepa
parental na presen¢a do inibidor (Figura 4.3, Tabela 4.1). Nesse caso, o etanol também nao foi
consumido pelas células, atingindo valores proximos ao maximo tedrico. Esses resultados
indicam que a cepa engenheirada LCMO0O1 apresenta uma mudanca no metabolismo da sacarose
que provoca um maior direcionamento do agucar através da respiragdo mitocondrial, com
conseqiiente ganho na produgdo de biomassa. Posteriormente, avaliamos a performance
fermentativa em condi¢gdes que simulam as fermentagdes industriais, isto €, fermentagdes em
batelada com altas concentragdes celulares. Para tanto, testamos uma concentragdo de 20 g/L
sacarose (Figura 4.4), sendo que nessas condi¢des a cepa engenheirada LCMO001 apresentou um
lento consumo do agucar, sem ocorrer produgdo de etanol. Entretanto, quando analisamos a
fermentacdo de altas concentragdes (>200 g/L) de sacarose, a cepa LCMOO0I1 apresentou
praticamente o mesmo padrao de consumo de sacarose e produgdo de etanol da cepa parental

1403-7A (Figura 4.5).



E importante salientar que o crescimento e/ou fermentacdo de outros aglicares, como

glicose e maltose pela cepa engenheirada, ¢ normal e indistinguivel daquele apresentado pela

cepa 1403-7A (dados nao mostrados).
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Figura 4.4. Fermentag@o em batelada com altas concentracdes de células (10 g/L). No
grafico A ¢ demonstrado o consumo do agticar (20 g/L sacarose) e no grafico B, a
produgdo de etanol pelas linhagens 1403-7A (e, m) e LCMO001 (o, o).
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Figura 4.5. Fermentagdo em batelada de 250 g/L sacarose. No grafico A é mostrado o
consumo do agucar ¢ no grafico B, a producdo de etanol durante a fermentagdo com
altas concentragdes de células (10 g/L) da linhagem 1403-7A (e,m) e LCMO001 (o, 0).

4.4 DISCUSSAO

Como mencionado na introdugdo, os conhecimentos adquiridos acerca do metabolismo
da glicose por S. cerevisiae t€ém permitido provocar alteragcdes nessas células visando o aumento
na producdo de biomassa (BILL et al., 2002; GRIVELL; TEIXEIRA DE MATTOS; BLOM,
1998; VAN DAM et al, 2002), seja pela superexpressdo de ativadores da biogé€nese
mitocondrial, como o HAP4, pela delecdo de genes envolvidos na repressdo catabolica pela
glicose - como HXK2, REGI, MIGI - ou, ainda, pela redugdo do fluxo de hexoses para o interior
da célula (delecao dos genes HXTI-17, GAL?2, etc.). Ainda que os trabalhos nessa area tenham
gerado importantes conhecimentos, as linhagens desenvolvidas possuem grandes limitagdes do
ponto de vista industrial por apresentarem problemas na regulagdo e/ou utilizagdo de outros
acucares utilizados industrialmente, como a sacarose, a galactose ¢ maltose (ELBING et al.,
2004b; ENTAIN, 1980; ENTIAN; LOUREIRODIAS, 1990; KLEIN; OLSSON; NIELSEN,
1998; KLEIN et al., 1999; LASCARIS et al., 2004; RAAMSDONK et al., 2001).



Considerando que a sacarose € o principal agucar a ser utilizado pela levedura S.
cerevisiae em processos industriais, neste trabalho modificamos o metabolismo desse agucar
levando em consideracdo a recente caracterizagdo molecular das enzimas e transportadores
envolvidos na fermentacao dessa fonte de carbono (BADOTTI; BATISTA; STAMBUK, 2004;
BATISTA; MILETTI; STAMBUK, 2004; MWESIGYE; BARFORD, 1996; STAMBUK;
BATISTA; DE ARAUIJO, 2000). A cepa engenheirada LCMO0O01, por ndo possuir nem a enzima
invertase, nem o transportador de sacarose de alta afinidade, depende de um sistema de transporte
de baixa afinidade (Km >100 mM) para captar o agucar do meio. Essa cepa cresce em batelada
com sacarose como fonte de carbono, com a mesma velocidade especifica que cepas com
invertase e/ou com o transportador de sacarose de alta afinidade, mas o faz direcionando boa
parte do carbono proveniente do aglicar para a respiragao celular, produzindo ~50% menos etanol
e ~45% mais biomassa que a linhagem parental. Ainda que a fermentagdo de baixas
concentracdes de sacarose estivesse comprometida nessas células, a fermentagao de altas
concentragdes, como as encontradas na produgdo industrial de alcool combustivel, ocorreu
normalmente.

O desenvolvimento de uma linhagem de S. cerevisiae capaz de produzir altas
concentracdes de biomassa a partir de sacarose ¢ extremamente util na producao de leveduras de
panificacdo, produgado de extrato de levedo e/ou proteinas heterologas. Seria interessante verificar
o comportamento dessa levedura engenheirada em sistemas que simulam a produgao de leveduras
de panificagdo, como o crescimento em batelada alimentada (VAN HOEK et al., 2000).
Acreditamos que essa levedura, por preferencialmente respirar a sacarose, necessite menos
controle da alimentagdo do fermentador, podendo, inclusive, serem utilizadas concentragdes mais
altas do substrato, o que favoreceria a velocidade de crescimento da levedura. Desta forma, o
ganho em produtividade seria duplo: maior biomassa formada em tempo menor. Finalmente, ¢
importante considerar que a cepa engenheirada LCMO0O01 cresce e fermenta normalmente outros
agucares importantes na aplica¢do de leveduras, como na fermentacao dos aglicares presentes na
massa de pao. Pretendemos avaliar a performance dessa linhagem na fermentagdo de massa de
pao para confirmar que as propriedades necessarias a utilizagdo dessa levedura em panificacao

foram conservadas.
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5 CONCLUSAO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS

Analises microbiologicas realizadas durante o processo de fermentagdo para a producao
de cachaca catarinense apontaram significativa presenga de bactérias e leveduras no
caldo-de-cana, diferente do que ocorre com o melado, outro substrato utilizado na produgdo dessa
bebida. Além disso, encontramos variagdes na composicao de acucares do melado. Os fatores
mencionados certamente contribuem para a atual falta de padronizacdo encontrada na cachaga
produzida no estado. Ao longo do processo fermentativo isolamos e identificamos as cepas de
levedura presentes em maior concentragdo, ¢ da mesma forma que outros trabalhos ja haviam
demonstrado, a espécie predominante foi Saccharomyces cerevisiae. Outros géneros, como
Kloeckera e Candida, também foram isolados. As caracteristicas que apontam a linhagem ideal
para a producdo de aguardente ainda nao estdo bem definidas, entretanto, alguns estudos ja tém
estabelecido parametros importantes, como a capacidade fermentativa e a produgdo de compostos
secundarios. Neste trabalho, duas caracteristicas foram avaliadas nas linhagens isoladas, atividade
invertase e capacidade fermentativa, sendo que ndo encontramos nenhuma correlacdo entre os
parametros. Pretendemos, futuramente, analisar o comportamento dessas cepas em fermentagoes
que reproduzem as condi¢des para a produgdo de cachaca (alta concentragdo de sacarose e alta
densidade celular).

Assim, o controle da etapa fermentativa, através de analises simples e cuidados no
manuseio da cana, favoreceriam a obten¢do de um produto menos sujeito a variagdes. Algumas
mudancas na estrutura fisica da cachacgaria também sdo aconselhadas, como a substituicdo das
atuais dornas de madeira, que apresentam rachaduras e dificultam a higienizagdo, por outras de
aco inoxidavel e a colocacdo de telas nas janelas e azulejos nas paredes, de forma a facilitar a
limpeza e prevenir contaminagdes. Finalmente, se faz necessario investimentos com embalagens,
que agregam valor ao produto, atualmente comercializado em garrafas plasticas ou garrafoes. Os
resultados obtidos neste estudo serdo repassados ao produtor, que gentilmente permitiu a coleta
das amostras. Ainda, as cepas isoladas deverdo ser melhor caracterizadas e repassadas aos
produtores de cachaga da regido. Desta forma, esperamos contribuir para aumentar o valor de
venda da bebida produzida em Santa Catarina.

A metabolizacdo de sacarose por S. cerevisiae pode ocorrer tanto pela captagdo direta

desse agucar como pela captagdo dos seus produtos de hidrolise para o interior da célula. O



transporte ativo ¢ realizado através de cotransporte sacarose-H' mediado pela permease AGTI,
sendo esta, uma via para utilizacdo desse acucar ainda pouco caracterizada. Neste trabalho, a
partir de uma cepa de S. cerevisiae sem invertase e de outra incapaz de fermentar glicose e
frutose, demonstramos que a sacarose pode ser fermentada de forma eficiente utilizando apenas o
transporte ativo. Seria interessante testar a capacidade fermentativa dessas linhagens
engenheiradas em caldo-de-cana, pois esse substrato ¢ amplamente utilizado em processos
industriais que visam o alto rendimento em etanol, como alcool combustivel.

A levedura S. cerevisiae ¢ capaz de fermentar aglicares mesmo na presenca de oxigénio.
Entretanto, em processos que visam a obten¢do de biomassa, como a produgdo de leveduras para
panificacdo, a ocorréncia de fermentagcdo ¢ altamente indesejada por reduzir a quantidade de
carbono direcionado para a sintese das células. Com base nos conhecimentos adquiridos acerca
da metabolizacdo de sacarose por S. cerevisiae, desenvolvemos uma linhagem sem invertase e
sem o transportador de sacarose de alta afinidade. Essa cepa, denominada LCMO001, ¢ capaz de
fermentar altas concentragdes de sacarose, apesar de possui um metabolismo predominantemente
oxidativo. Além disso, a LCMO001 produz 45% mais biomassa que a sua parental em crescimento
aerobico.

Tentativas de inibir a fermentacdo de glicose em S. cerevisiae através de engenharia
genética tém sido feitas ha décadas, entretanto, a interferéncia com o metabolismo de outros
acgucares sempre foi uma barreira a aplicagdo industrial dessas linhagens. A cepa apresentada por
noés, aparentemente ndo interfere com a metabolizagdo de outros aglcares, sendo assim,
consideramo-na apropriada para a utilizagdo em processos que visam grande rendimento em
biomassa, como a producdo de leveduras para panificagdo e proteinas heter6logas. Seria
interessante confirmar outros aspectos do metabolismo oxidativo nessa linhagem, como a
expressao dos citocromos e outras proteinas envolvidas na cadeia de transporte de elétrons, bem
como, verificar a performance da mesma durante o crescimento por batelada alimentada, onde
esperamos que a produtividade seja maior do que aquela normalmente observada para as

leveduras de panificagao.



